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DECRETI, DELIBERE E ORDINANZE MINISTERIALI 


MINISTERO DELLA SANITÀ 


DECRETO 26 gennaio 2001. 


Disposizioni relative alla classificazione, imballaggio ed etichettatura di sostanze pericolose 
in recepimento della direttiva 2000/32/CE. 


IL MINISTRO DELLA SANITÀ 


Visto il decreto legislativo 3 febbraio 1997, n. 52, recante attuazione della direttiva 92/32/CEE 
concernente la classificazione, imballaggio ed etichettatura delle sostanze pericolose, come modificato 
con decreto legislativo 25 febbraio 1998, n. 90, ed in particolare l’art. 37, comma 2; 


Visto il decreto ministeriale 28 aprile 1997, e successive modifiche ed integrazioni, di attuazione 
dell’art. 37, commi 1 e 2, del decreto legislativo 3 febbraio 1997, n. 52; 


Vista la direttiva 2000/32/CE della Commissione del 19 maggio 2000, recante ventiseiesimo ade- 
guamento al progresso tecnico della direttiva 67/548/CEE del Consiglio concernente il ravvicinamento 
delle disposizioni legislative, regolamentari e amministrative relative alla classificazione, all’imballag- 
gio e all’etichettatura delle sostanze pericolose (Gazzetta Ufficiale delle Comunità europee L 136 dell’8 
giugno 2000); 


Attuata con ministeriale del 10 gennaio 2001 la disposizione prevista dall’art. 37, comma 2, relati- 
va alla comunicazione ai Ministeri dell’industria, del commercio e dell’artigianato e dell’ambiente; 


Decreta: 
Art. 1. 


1. L’allegato I al decreto ministeriale 28 aprile 1997, e successive modifiche ed integrazioni, è così 
ulteriormente modificato: 
a) le voci di cui all’allegato 1A sostituiscono le voci corrispondenti; 
b) sono aggiunte le voci di cui all’allegato 1B. 


2. La frase di rischio dell’allegato 2 sostituisce la corrispondente frase dell’allegato III al decreto 
ministeriale 28 aprile 1997, e successive modifiche ed integrazioni. 

3. L’allegato IV al decreto ministeriale 28 aprile 1997, e successive modifiche ed integrazioni, è co- 
sì ulteriormente modificato: 


4. 
a) il consiglio di prudenza S 56 dell’allegato 3A sostituisce la voce corrispondente; 
b) la combinazione delle frasi S 29/56 dell’allegato 3B sostituisce la voce corrispondente. 


= 
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5. L’allegato V al decreto ministeriale 28 aprile 1997, e successive modifiche ed integrazioni, 

è così ulteriormente modificato: 

a) il testo dell’allegato 4A sostituisce il testo della parte B, punto 10; 

b) il testo dell’allegato 4B sostituisce il testo della parte B, punto 11; 

c) il testo dell’allegato 4C sostituisce il testo della parte B, punto 12; 

d) il testo dell’allegato 4D sostituisce il testo della parte B, punti 13 e 14; 

e) il testo dell’allegato 4E sostituisce il testo della parte B, punto 17; 

f) il testo dell’allegato 4F sostituisce il testo della parte B, punto 23; viene anche modificato 1l ti- 
tolo del punto B.23 nella nota esplicativa all’introduzione generale della parte B; 

g) è aggiunto il testo dell’allegato 4G come parte B, punto 39; 

h) è soppresso il quarto trattino dell’introduzione generale alla parte C. 


6. L’allegato 5 sostituisce l’allegato IX al decreto ministeriale 28 aprile 1997, e successive modifi- 
che ed integrazioni. 


Art. 2. 


1. Il presente decreto sarà pubblicato nella Gazzetta Ufficiale della Repubblica italiana ed entrerà in 
vigore il 1° giugno 2001. 


Roma, 26 gennaio 2001 


Il Ministro: VERONESI 


Registrato alla Corte dei conti il 4 maggio 2001 


Ufficio di controllo preventivo sui Ministeri dei servizi alla persona 
e dei beni culturali, registro n. 1 Sanità, foglio n. 338. 
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R_ 66 
TT: L'esposizione ripetuta può provocare secchezza e screpolature della pelle. 


(Non riguarda la versione ES) 
{Non riguarda la versione DA} 
{Non riguarda la versione DE) 
{Non riguarda la versione EL) 
{Non riguarda Îa versione EN) 
{Non riguarda la versione FR) 
{Non riguarda a versione NL} 
{Non riguarda la versione. PT} 
{Non riguarda la versione FI} 


(Non riguarda la versione SV) 
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ALLEGATO 3A 


$ 56 

DE: Diesen Stoff und scinen Behtilter der Problemabfallentsorgung zufihren, 

EN: Dispose of this material and its container to hazardous or special waste collection poine 

IT: Smaltire questo materiale e i relativi contenitori în un punto di raccolta di rifiuti pericolosi 0 speciali. 


(Non riguarda la versione ES) 
(Non riguardi la versione DA} 
{Non riguarda Îa versione EL} 
{Non riguarda ia versione FR) 
{Non riguarda la versione NI) 
(Non riguarda [a versione PT} 
{Non riguarda li versione FI} 


(Non riguarda la versione SVI 
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S 29/56 


ES: No tirar los residuos por el desagile; eliminese esta sustancia y su recipiente en un punto de recogida piblica de 
residuos especiales 0 peligrosos. 

DE: Niche in die Kanalisation gelangen lassen: diesen Stoff und seinen Behdlter der Problemabfalientsorgung zufiihren. 

EN: Do nor empry into drains, dispose of chis material and its container to hazardous or special waste collection 
poim. 

IT: Non gettare i residui nelle fognature; smaltire questo materiale è i relativi contenitori in un punto di raccolta di 
rifiuti pericolosi 0 speciali. 

NL: Afral niec in de gootsteen werpen: deze stof en de verpakking naar cen inzamelpunt voor gevaarlijk: of bifzonder 
afval brengen. 

SV: Tom ej i avloppet, limna detta material och dess behdilare till insamlingsscilie fér farligr avfall. 


(Non riguarda la versione DA) 
{{Non riguarda la versione EL) 
{Non riguarda la versione FR) 


{Non riguarda la versione FT} 


{Non riguarda la versione FI} 
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ALLEGATO 4A 


«B.10. MUTAGENICITÀ — TEST IN VITRO DI ABERRAZIONE CROMOSOMICA NEI MAMMIFERI 


li METODO 


I metodo è ripreso dal metodo OECD TG 473, In Vitro Mammalian Chromosome Aberration Test {1997). 


11 INTRODUZIONE 


Îì saggio in vitro di aberrazione cromosomica è destinato ad identificare gli agenti che causano aberrazioni 
cromosomiche strutturali in una coltura di cellule di mammifero {1} {2} (3). Le aberrazioni strutturali possono 
essere di due tipi: cromosomiche 0 cromatidiche. La maggior parte dei mutageni chimici induce aberrazioni 
cromatidiche, benché si verifichino anche aberrazioni cromosomiche. Un aumento della poliploidia può indi 
cate che una sostanza chimica ha la capacità di indurre aberrazioni numeriche. Questo metodo tuttavia non è > 
inteso a misurare le aberrazioni numeriche e non viene usato di norma per tale scopo. Le mutazioni cromo» 
somiche e ì fenomeni ad esse correlati sono causa di molte malattie genetiche umane e vi sono prove con: 
crete che mutazioni cromosomiche e fenomeni ad esse correlati, che causano alterazioni degli oncogeni e dei 
geni soppressori dei umori nelle cellule somatiche, sono implicati nella comparsa delle neoplasie umane 
come in quelle sperimentalmente indotte negli animali da laboratorio. 


Nei test in vitro sulle abettazioni cromosomiche si possono usare colture di linee cellulari scabilizzate, ceppi 
cellulari 6 colture cellulari primarie. Le cellule sono scelte in funzione della capacità di crescita in coltura, 
della stabilità del cariotipo. del numero e della diversità dei cromosomi e della frequenza di aberrazioni 
cromosomiche spontanee, 


I test in vitro richiedono in generale l'uso di una fonte esogena di attivazione metabolica. Tale sisterna di atti-— 
vazione metabolica non può simulare perfettamente le condizioni in vivo nel mammifero. Si evicino accurata- 
mente condizioni che porterebbero a risultati positivi che non riflettono una mutagenicità intrinseca ma che 
possono avere origine da cambiamenti di pH o dell'osmolalità o da livelli elevati di citorossicità (4) (3). 


Questi test sono utilizzati per individuare potenziali mutageni e cancerogeni per i mammiferi, Molti composti 
che risultano positivi al test sono cartcerogeni per i mammiferi; tuttavia la correlazione tra il test + la cancero- 
genicità non è assoluta: dipende dalla classe chimica e vi sono sempre più elementi che inducono a ritenere 
che esistono cancerogeni nom rivelati da questi test, perché sembrano agire attraverso meccanismi diversi dal 
danno diretto al DNA. 


Cfr. anche Introduzione generale parte B. 


E: DEFINIZIONI 


Aberrazione cromatidica: danno cromosomica strutturale che si manifesta nella cottura di un singolo cro- 
matide o nella rottura e ricongiunzione di cromatidi. 


Aberrazione cromosomica: alterazione cromosomica strutturale, che si manifesta nella rottura, o nella rot- 
tura e ricongiunzione, di entrambi i cromatidi in uno stesso punto, 


Endoriduplicazione: processo nei quale, dopo una fase $ di replicazione del DINA, il nucleo ron inizia la 
mitosi ma inizia una nuova fase $, Ne risultano cromosomi con 4, 8, 16,,.. cromaridi. 


Gap: lesione acromatica, di ampiezza inferiore a un cromaride, con minimo disallineamento dei cromatidi. 


Coefficiente mitotico: numero delle cellule in metafase diviso per il numero totale di cellule della popola- 
ziane: costituisce un'indicazione del grado di proliferazione della popolazione cellulare. 


Aberrazione numerica: variazione del numero di cromosomi rispetto al mimero dipicide caratteristico della 
specie. 
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Poliploidia: numero di cromosomi multiplo superiore a due del numero aploide cioè 3a, 4n ecc). 


Aberrazione strutturale: alterazione della strutrura cromosomica visibile all'esame micrascopico dello stadio 
di metafase, che si presenta con delezioni, perdita di segmenti, scambi intercromosomici è intracromosomici. 


13. PRINCIPIO DEL METODO DI SAGGIO 


L'azione della sostanza in esame è saggpiata sulle colture cellulari, con e senza attivazione metabolica. Dopo 
l'esposizione alla sostanza in esame, le colture cellulari sono trattate, a determinati intervalli, con un inibitore 
della metafase [per esempio Colcemid® o colchicina), raccolte, sottoposte a un processo di colorazione e le 
cellule in metafase sono esaminate al microscopio per determinare la presenza di aberrazioni cromosomiche. 


1A. DESCRIZIONE DEL METODO 
141 Preparazioni 


14.11. Cellule 


Si possono usare varie linee cellulari, ceppi 0 colture cellulari primarie, fra cui cellule umane (per esempio 
fibroblasti del criceto cinese, linfociti del sangue periferico umano a di altri mammiferi). 


1.4.1.2, Terreni e condizioni di coltura 


Si usino terreni di coltura a condizioni di incubazione (recipienti per coltura, concentrazione di CO,, tempera- 
tura e umidità} adeguati alle colture. Si controlli periodicamente la stabilità del numero modale dei cromosomi 
e l'assenza di contaminazione da micoplasma nelle linee cellulari stabilizzate € nei ceppi; non si usino ceppi 
contaminati, Dovrebbero essere note la durata normale del ciclo cellulare e le condizioni di coltura utilizzate. 


1,4,1.3. Preparazione delle colture 


Linee cellulari stabilizzare e ceppi: lecellule provenienti da colture primarie vengono inoculate in un terreno 
di coltura ad una densità tale da impedire che le colture raggiungano ia confluenza prima della raccolta, e 


incubate a 37*C, 


Linfociti: sangue intero trattato con un anticoagulante {per esempio eparina) o linfociti isolati, prelevati da 
soggetti sani, sono posti in un terreno di coltura contenente un mitogeno {per esempio firoemoagglutinina) e 
incubati a 37 °C, 


1.4.1.4, Attivazione metabolica 


Le cellule dovrebbero essere esposte alla sostanza in esame sia in presenza che in assenza di un adeguato 
sistema di attivazione metabolica. Il sistema più comunemente usato è una frazione post-mitocondriale inte 
grata di cofattori (59) ricavata dal fegato di roditori trattati con induttori enzimatici, per esempio: Aroclor 
1254 {6) {7} (8) (9), o con un combinazione di fenobarbitone e B-naftoflavone (10) {11} {12}. 


La frazione post-mitocondriale viene di solito usata a concentrazioni comprese cra 1 e 10% vfy nel terreno di 
coltura. Le condizioni del sistema di attivazione metabolica dipendono dalla classe chimica della sostanza in 
esame. In alcuni casi può essere opportuno utilizzare varie concentrazioni della frazione post-mitocondriale. 


Vari nuovi procedimenti. tra cui la creazione di linee cellulari modificate mediante ingegneria genetica che 
esprimono enzimi artivatori specifici, possono fornire il potenziale di attivazione endogena. La scelta delle 
linee cellulari deve essere scientificamente motivata {per esempio in funzione dell'importanza dell'isoenzima 
del citocromo P450 nel metabolismo della sostanza in esame), 
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1.4.1.5, Sostanza in esame;Preparazione 


Le sostanze solide devono essere poste in soluzione o in sospensione in adeguati solventi o mezzi disperdenti 
e, se necessario, diluite prima del trattamento delle cellule, Le sostanze liquide possono essere aggiunte diretta- 

- mente alla coltura o diluite prima del trattamento. Si usino preparati recenti della sostanza, salvo qualora 
siano disponibili dati sulla sua stabilità che dimostrino che la conservazione è accettabile. 


1.4.2. Condizioni di esperimento 


LAZ Solventefmezzo disperdente 


Il solventefmezzo disperdente non deve reagire chimicamente con la sostanza in esame e deve essere compati- 
bile con la sopravvivenza delle cellule e con l'azione di 59. L'uso di solventifmezzi disperdentì poco notì è 
ammesso solo se suffragato da dati che me provino la compatibilità. Si raccomanda di prendere in primo 

| luogo in considerazione, se possibile, l'uso di un solventefmezzo disperdente acquoso. Nell'esame di sostanze 
instabili in acqua, si usi un solvente organico anidro, L'acqua può essere rimossa mediante un setaccio mole- 
colare. ° 


1.4.2.2, Concentrazioni di esposizione 


Fra i criteri da considerare nel determinare la concentrazione massima si citano fa citotossicicà, la solubilità 
nel sistema di prova e le variazioni di pH o di osmolalità. 


La citotossicità deve essere determinata con e senza attivazione metabolica nel test principale, sulla base di 
un'indicatore adeguato dell'integrità e della moltiplicazione cellulare, come il grado di confluenza, il conteggio 
delle cellule vitali o il coefficiente mitotico. PUÒ essere utile determinare la citotossicità e la solubilità in un 
esperimento preliminare. 


Sì usino almeno tre concentrazioni analizzabili. In caso di sostanze citotossiche, le concentrazioni devono 
andare dalla tossicità massima ad una tossicità assente o modica; fe concentrazioni devono cioè essere di 
norma separate al massimo da un fartore compreso tra 2 e J10. AI momento della raccolta la concentrazione 
più elevata deve presentare una riduzione significativa {superiore al 50%) del grado di confluenza, del numero 
delle cellute o del coefficiente mitotico. Il coefficiente mitotico è solo una misura indiretta di effetti citotossici/ 
citostatici e dipende dal tempo trascorso dopo il trattamento. È tuttavia accettabile per colture in sospensione, 
per le quali altre misure della tossicità possono essere complesse e poco pratiche. Dati relativi alla cinetica cel 
inlare, per esempio il tempo medio di moltiplicazione, possono fornire informazioni supplementari. Il tempo 
medio di moltiplicazione tuttavia è una media generale, che non sempre rivela l'esistenza di sottopopolazioni 
con ritardi di crescita, e anche piccoli aumenti di esso possono essere associati ad un ritardo sostanziale del 
tempo di comparsa delle aberrazioni. 


Per sostanze a basso grado di citotossicità la concentrazione massima di prova davrebbe essere pari a 5 pi/mil, 
5 mgfmi 0 0,01 M fsi scelga il valore più basso). 


Per sostanze difficilmente solubili e pon tossiche 2 concentrazioni inferiori al limite di solubilità, la dose mas- 
sima dovrebbe essere una concentrazione superiore al limite di solubilità nel terreno di coltura, al termine del 
trattamento, In alcuni casi (per esempio quando si verifica tossicità solo a concentrazioni superiori alla con- 
centrazione minima insolubile) è opportuno eseguire prove a più di una concentrazione, con precipitazione 
visibile. Può essere utile valutare la solubilità all'inizio e al termine del trattamento, perché questa può variare 
nel corso dell'esposizione durante il saggio, per la presenza di cellule, 59, siero ece. L'insolubilità può essere 
rilevata ad occhio nudo, Il precipitato non deve interferire con la valutazione. 


1.4.2.3. Controlli negativi £ positivi 


Ogni test dovrà comprendere controlli positivi e negativi (solvente o mezzo disperdente) trattati in parallelo, 
con e senza attivazione metabolica, Quando si usa l'attivazione metabolica, la sostanza usata per i controlli 
positivi deve esigere attivazione per dare una risposta mutagenica, 


Come controllo positivo si utilizzi un clastagena noto, a livelli ai quali cl si attende un aumento riproducibile 
e individuabile rispetto ai valori normali, che dimostri la sensibilità del test. 
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La concentrazione del controllo positivo deve essere tale che gli effetti siano chiari ma non rivelino immedia- 
tamente al lettore l'identità dei vetrini codificati. Esempi di sostanze di controllo positive: 


Condizione di artivazione metabolica Sostanza N, CAS N. Einees 
Assenza di attivazione metabolica Meransolfonato di metile 66-27-3 200-625-0 
esogena L 

Metansolfonaro di etile 62-50.0 200-536-7 

| Étilnitrosourea i 759-73-9 212-072-2 

Mitomicina C 30-07-7 212.072-2 

4-Nitrochinolina-N-ossido 56-57.5 200-231-1 

Presenza di attivazione metabolica Benzo[a]pirene 50-32-8 200-028-5 
esogena 


Ciclofosfammide 50-18-0 | 200-015-4 


Ciclofosfammide monoidrato Î 6055-19-12 


Si possono usare altre adeguate sostanze per i controlli positivi. Si usino, se disponibili, sostanze di una classe 
chimica correlata. 


Si effetruino anche controlli negativi, con solvente 0 mezzo disperdente usati da soli sul terreno di coltura; i 
controlli vanno trattati come le colture di trattamento, per ogni fase di raccolta. Si proceda inoltre a controlli 
pon trattati, salvo che dati precedenti provino che il solvente scelto non induce effetti nocivi o mutageni. 


1.4.3. Procedura 


1,4,3.1. Trattamento con la sostanza în esame 


Le cellule in proliferazione sono trattate con la sosranza in esame in presenza e in assenza di un sisterna di 
attivazione metabolica. Il trattamento dei linfociti deve iniziare circa 48 ore dopo la stimolazione mitogenica. 


1.43.21 Dovrebbero essere usate di norma colture in doppio per ogni concentrazione, anche per le colture di <on- 
trollo con solo solvente. Se esistono precedenti dati che provano che le variazioni tri colture in doppio sono 
minime (13) {14}, si può accertare l'uso di una sola coltura per concentrazione. 


I test con sostanze gassose 0 volatili devono essere condotti con metodi adeguati, per esempio in recipienti di 
eiura ermenci {15) (16). 


1,4,3.3. Raccolta delle colture 


Nel primo esperimento si espongano le cellule alla sostanza in esame, sia con che senza attivazione metabo: 
lica, per 3-6 ore e si proceda al campionamento quando sia trascorso un periodo equivalente a ‘circa una volta 
e mezza la durata del ciclo cellulare normale dall'inizio del trattamento (12). Se i risultati sono negativi, sia 
con che senza attivazione, sì esegua un ulteriore esperimento senza attivazione, con trattamento continuo 
fino al campionamento, dopo un periodo equivalente a circa una volta e mezzo la durata del ciclo cellulare 
normale. Alcune sostanze chimiche possono essere individuate più facilmente con tempi di tratamento/cam-- 
pionamento superiori a una volta e mezzo la durata del ciclo cellulare. 1 risultati negativi nei testi con attiva» 
zione metabolica devono essere confermati caso per caso, Se non si ritiene necessaria la conferma dei risultati 
negativi, se ne fornisca la motivazione. 
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1.4.3.4. Preparazione dei cramasomi 


Le colture cellulari sono trattate con Colcemid® o calchicina, di norma per un periodo variabile da una a tre 
ore prima della raccolta. Ogni coltura cellulare viene raccolta e rrattata separatamente per la preparazione dei 
cromosomi. La preparazione dei cromosomi comprende il trattamento iporonico delle cellule, il fissaggio e la 
colorazione. 


1.4,3.,5. Atalisi 


Tutti i vetrini, compresi quelli dei controlli positivi e negativi, devono essere codificati individualmente prima 
dell'esame al microscopio. Poiché le procedure di fissaggio provocano spesso la rottura di una parte delle cel- 
tute in metafase, con perdita di cromosomi, le cellule classificate devono contenere un numero di centrameri 
pari al numero modale +2 per tutti i cipi di cellule. Per ogni concentrazione e per ogni controllo si devono 
valutare almeno 200 cellule in metafase ben distribuite e adeguatamente suddivise, se possibile tra le prove in 
doppio. Tale numero può essere ridotto quando si osserva un gran numero di aberrazioni. 


Anche se il test è destinato a rivelare aberrazioni cromosomiche strutturali, è importante registrare eventuali 
casi di poliploidia e di endoriduplicazione. ; 


1 RESULTATI 


ti 
da 


TRATTAMENTO DEI RISULTATI 


L'unità sperimentale è la cellula; pertanto si deve valutare la percentuale di cellule che presentano una o più 
aberrazioni cromosomiche strutturali. Per le colture sperimentali e per le colture di conrroilo si indichino i 
vari tipi di aberrazioni crontosomiche strutturali, con numero e frequenza. 1 gap vanno registrati separata» 
mente e indicati nella relazione, ma non vanno inclusi nella frequenza totale delle aberrazioni: 


Si riportino anche le misure di citotossicità condotte in parallelo per tutte Je colture trattate e i controlli nega- 
tivi nei principali test di aberrazione. 


1 dati saranno presentati separatamente per le singole colture e riassunti in tabelle, 


Non è necessario verificare le risposte positive inequivocabili. I risultati ambigui devono essere chiariti 
mediante prove ulteriori, preferibilmente modificando le condizioni di esperimento. La necessità di confer. 
mare i risultati negativi è stata discussa al punto 1.4.3.3, Nei test successivi si dovrebbero modificare i para- 
metri di studio, per estendere la gamma delle condizioni valutate. Fra i parametri di studio modificabili si 
citano l'intervallo fra i livelli di concentrazione e le condizioni di attivazione metabolica. 


22. VALUTAZIONE E INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI 


Vari criteri permettono di determinare se un risultato è positivo, per esempio un aumento correlato alla con- 
centrazione 0 un aumento riproducibile del numero di cellule che presentano aberrazioni cromosomiche. Si 
consideri in prima luogo la rilevanza dei risultati dal punta di vista biologico, Si possono usare metodi stati- 
stici come ausilio nella valutazione dei risultati sperimentali (3) (13). ma la significatività statistica non 
dovrebbe essere l'unico fattore determinante di una risposta positiva, 


Un aumento del numero di cellule poliploidi può significare che la sostanza in esame è in grado di inibire 
processi mitotici € di indurre aberrazioni numeriche nei cromosomi. Un aumento del numero di cellule con 
cromosomi endoriduplicati può indicare che la sostanza in esame è in grado di inibire il ciclo cellulare (17) 
{18}. 


Una sostanza che fornisca risultati non corrispondenti ai criteri di cui sopra è considerata non mutagena in 
Questo test. 


La maggior parte degli esperimenti fornirà indubbiamente risultati palesemente positivi o negativi, ma in 
alcuni casì i dati ottertuti non consentiranno di formulare un giudizio definitivo sull'azione della sostanza in 
esame, risultati possono rimanere ambigui nonostante l'esperimento venga ripetuto più volte. 
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Risultati positivi del saggio di aberrazione cromosomica in vitro indicana che la sostanza in esame induce 
. aberrazioni cromosomiche strutturali in colture di cellule somatiche di mammifero. Risultati negativi indicano 
che, nelle condizioni di test, la sostanza in esame non induce aberrazioni cromosomiche in colture di cellule 
somatiche di mammifero. ° 


de RELAZIONE 


RELAZIONE SUL SAGGIO 
La relazione sul saggia dovrà contenere Îg seguenti informazioni: 


Solventefmezzo disperdente: 
— motivazione della scelta del mezzo disperdente, 


— solubilità e stabilita della sostanza in esame nel salventefmezzo disperdente, se nota, 


Cellule: 

— tipo e origine delle cellule, 

i PRI del cariotipo e idoneità del tipo di cellula usato, 

— assenza di micoplasma, se del casa, 

— informazioni sulla durata del ciclo cellulare, 

— sesso dei donatori di spal sangue intero 0 linfociti isolati, mitogeno usato, 
— eventuale numero di passaggi in colcura, se del caso, 

— metodi usati per la conservazione della coltura cellulare, se del caso. 


— numero modale dei cromosomi. 


Condizioni di esperimento: 
— nacura e concentrazione dell'inibitore della metafase, durata di esposizione delle cellule, 


— criteri di selezione delle concentrazioni e del numero di colture, per esempio dati sulla citotossicità e sui 
limizi di solubilità, se disponibili, 


— composizione del terreno di coltura, concentrazione di CO, se del caso, 

— concentrazione della sostanza în esame, 

— volume del mezzo disperdente e della sostanza in esame aggiunti, 

— temperatura di incubazione, 

— tempo di incubazione, 

— durata del trattamento, 

— densità delle cellule al momento dell'inoculazione, se del caso, 

— tipo e composizione del sistema di attivazione metabolica, compresi i criteri di accettabilità; 
— controlli positivi e negativi, 

— metodi di preparazione dei vetrini, 


— criteri di conteggio delle aberrazioni, 
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— numero di metafasi analizzate, 
— metodi di misura della tossicità, 


— criteri in base ai quali i risultati sono giudicati positivi, negativi o ambigui. 


Risultati: 


— indizi di tossicità, per esempio grado di confluenza, dati sul ciclo cellulare, conta delle cellule, coefficiente 
mitotico, è 


— segni di precipitazione, 
— dati sul pH e sull'osmolalità del terreno di trattamento, se determinati, 
— definizione delle aberrazioni, compresi i salti, 


— numero di cellule con abervazioni cromosomiche e tipi di aberrazioni, indicati separatamente per cia- 
scuna coltura trattata e di controllo, 


— eventuali cambiamenti di ploidia, 

— relazione dose-risposta, se possibile, 

— eventuali analisi statistiche, 

— dati sui controlli negativi (sclventefrmezzo disperdente) e positivi paralleli, 


— precedenti dari sui controlli negativi (solventefmezzo disperdente) e positivi, con variazioni, medie e 
deviazioni standard. 


Discussione dei risultati. 


Conclusioni, 
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ALLEGATO 4B 


«B.11. MUTAGENICITÀ — TEST IN VIVO DI ABERRAZIONE CROMOSOMICA SUL MIDOLLO OSSEO DI 
MAMMIFERI 


I METODO 


IT metodo è ripreso dal metoda OECD TG 475, Mammalian Bone Marrow Chromosome Abertation Test 
{1997). 


LI, INTRODUZIONE 


I testi di aberrazione cromasomica in vivo néi mammiferi sono destinati ad individuare aberrazioni cromoso- 
miche strutturali indotte dalla sostanza in esame nelle cellule del midollo osseo di animali, di solito roditori 
{1) 2) {3} {4). Le aberrazioni cromosomiche strutturali possono essere di due tipi: cromosomiche o cromatidi- 
che. Un aumento della poliploidia può significare che una sostanza chimica è in grado di indurre aberrazioni 
numeriche. La maggior parte dei mutageni chimici induce aberrazioni cromatidiche, ‘ma si verificano anche . 
aberrazioni cromosomiche. Le mutazioni cromosomiche e i fenomeni ad esse correlati sono causa di molte 
malattie genetiche umane e vi sono prove concrete che mutazioni cromesomiche e fenomeni ad esse correlati, 
che causano alterazioni degli oncogeni e dei geni soppressori di tumori, sono implicati nella comparsa delle 
neoplasie umane e di quelle sperimentalmente indotte negli animali da laboratorio. 


Per i test si usano solitamente roditori, Il midollo osseo è il tessuto bersaglio, in quanto è altamente vascola- 
rizzato e contiene una popolazione di cellule a ciclo rapido, che possono essere agevolmente isolate e trartate. 
Altre specie e altri tessuti bersaglio non sono oggetto della presente metodica. 


Il test di aberrazione cromosomica è particolarmente idoneo a valutare il rischio mutagenico, in quanto per- 
mette di considerare fattori del metabolismo in vivo, aspetti. farmacocinetici è processi di riparazione del 
DNA, che peraliro possono variare in funzione della specie e del tipo di tessuto. Un test in vivo è utile anche 
per verificare l'effetto mutageno rivelato da un rest in vitro. 


Se è evidente che la sostanza in esame, 0 un metabolita reattivo, non raggiungono il tessuto bersaglio, il test 
non È idoneo. 


Cfr. anche Introduzione generale parte B. 


12. DEFINIZIONI 


Aberrazione cromatica: danno strutturale dei cromosomi che si manifesta nella rottura di un singolo croma- 
tide o nella rottura e ricongiunzione di cromatidi. 


Aberrazione cromosomica: alterazione cromosomica strutturale, che si manifesta nella rottura, o nella rot- 
tura e ricongiuazione, di entrambi i cromatidi in una stesso punto. 


Endoriduplicazione: processo nel quale, dopo una fase S di replicazione del DIA, il nucleo non inizia la 
mitosi ma inizia una muova fase S. Ne risultano cromosomi con 4, $, 16, ... cromatidi. 


Gap: lesione acromatica, di ampiezza inferiore a un cromatide, con minimo disallineamento dei cromatidi. 


Coefficiente mitotico: numero delle cellule in metafase diviso per il numero totale di cellule della popola- 
zione: costituisce un'indicazione del grado di proliferazione della popolazione cellulare. 


Aberrazione tumerica: variazione del numero di cromosami rispetto al numero diploide caratteristico della 
specie. 


Poliploidia: numero di cromosomi multiplo superiore a due del numero aploide (cioè In, 4n, ecc). 


Aberrazione strutturale: alterazione della struttura cromosomica visibile all'esame microscopico dello stadio 
di metafase, che si presenta con perdita di segmenti, riorditamenti intercromosomici e intracromosomici. 
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13 PRINCIPIO DEL METODO DI SAGGIO 


Gli animali sono esposti alle sostanze in esame per uma via adeguata e vengono quindi sacrificati a tempo 
debito, dopo somministrazione di un inibitore della metafase (per esempio colchicina 6 Colcemid®). Sono poi 
approntate è sottoposte a un processo di colorazione le preparazioni cromosomiche delle cellule di midollo 
osseo, e se ne analizzano le cellule in metafase per determinare le aberrazioni cromosomiche. 


14. DESCRIZIONE DEL METODO 
1.4.1, Preparazioni 


14,11. Scelta delle specie animali 


Ratti, topi e criceti cinesi sono gli animali più comunemente usati, ma si può usare qualsiasi specie adeguata 
di mammifero. Si scelgano individui adulti, giovani e in buona salute, provenienti da ceppi di animali da labo- 
ratorio. All'inizio dello studio le variazioni di peso tra gli animali devono. essere minime e non superare il 
#20% del peso medio per sesso. 


141.2. Condizioni di stabulazione e alimentazione 


Valgono le condizioni generali citate nell'Introduzione generale alla parte B; l'umidità ideale è pari al 50-60%. 


1.4.1.3, Preparazione degli animali 


Gli animali adulti, sani e giovani sono suddivisi a caso in gruppi di controllo e di trattamento. Le gabbie 
devono essere disposte in modo da minimizzare eventuali effetti dovuti alla posizione. Gli animali vanno 
identificati inequivocabilmente e acclimatari alle condizioni di laboratorio per almeno cinque giorni. 


1.4.1.4.  Preparaziane delle dosi 


Le sostanze solide devono essere poste in soluzione 0 in sospensione in adeguati solventi o mezzi disperdenti 
e, se necessario, diluite prima del trattamento degli ‘animali. Le sostanze liquide possono essere somministrate 
direttamente © diluite prima del trattamento. Si usino preparati recenti della sostanza, salvo qualora siano 
disponibili dati sulla sua stabilità che dimostrino che la conservazione è ammissibile. 


1.4.2. Condizioni di esperimento 


1.4.2.1. Solvente/mezzo disperdente 


Il solvente/mezzo disperdente non deve produrre effetti tossici alle dosi usate e non deve reagire chimica- 
mente con la sostanza in esame. L'uso di solventifmezzi disperdenti poco noti è ammesso solo se suffragato 
da dati che ne provine la compatibilità. Si raccomanda di prendere in primo luogo in considerazione, se pos- 
sibile, l'uso di un solventefmezzo disperdente acquoso. 


1.4.2.2. Controlli 


Ogni test dovrà comprendere controlli positivi e negativi {solvente/mezzo disperdente), trattati in parallelo per 
ciascun sesso, Gli animali dei gruppi dovranno essere trattati in modo identico. salvo per la somministrazione 


della sostanza im esame. 


I controlli positivi dovrebbero indurre aberrazioni strutturali in vivo a livelli di esposizione ai quali è previsto 
un aumento rilevabile rispetto alla media. Le dosi dei controlli positivi devono essere scelte in modo che gli 
effetti siano chiari ma non rivelino immediatamente al lettore l'identità dei vetrini codificati. È ammissibile 
che le sostanze per i controlli positivi siano somministrate per una via diversa dalla sostanza în esame ed è 
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sufficiente un solo prelievo per campione. È anche ammissibile l'uso per i controlli positivi di sostanze di una 
classe chimica correlata, se ne esistono. Fra gli esempi di sostanze per i controlli positivi si citano: 


Sostanza i N. CAS N. Einecs 


Metansolfonato di etile 62-50-0 È 200-536-7 ° 
ca e, la i —diilllià 
Érilnitrosourea 759.739 | 212-077-2 
Mitomicina C | 50-07.7 | 200-008-6 


Ciclofosfammide 50-18.0 200-015+4 


Ciclofosfammide monoidrato | 6055-19-2 
Trietilenmelammina 51-18-3 | 200-083-3 


‘In ogni fase del campionamento si proceda a controlli negativi, cui sia somministrato solo il solvente o il 
mezzo disperdente, senza altre differenze di trattamento, salvo che dati precedenti dimostrino che la variabi- 
lità intraspecifica e la frequenta di cellule con aberrazioni cromosomiche sono accettabili. Se per i controlli 
negativi si procede ad un solo campionamento, il momento più adeguato è quello del primo prelievo. Si 
ricorra anche a controlli negativi non trattati, salvo che dari precedenti dimostrino che il solventefmezzo 
disperdente scelto non induce efferti nocivi a mutageni. 


15, PROCEDURA 


1.5.1. Numero e sesso degli animali 


Ogni gruppo trattaco e ogni gruppo di controllo deve essere composro di almeno 5 anîmali analizzabili per 
sesso. Se al momento della sperimentazione sono disponibili dari relativi a sperimentazioni sulla stessa specie, 
con la medesima via di esposizione, che dimostrano che non vi sono sostanziali differenze di tossicità tra i 
sessi, sarà sufficiente effettuare i test su un solo sesso. Qualora l'esposizione umana alle sostanze chimiche sia 
specifica per un sesso, come' peer esempio nel caso di alcuni prodotti farmaceutici, î test devono essere eseguiti 
su animali di tale sesso. i 


1.52. Protocollo di trattamento 


Le sostanze in esame sono samministrate di preferenza in un'unica dose, Possono essere somministrate anche 
in dosi frazionate, per esempio in due dosi nello stesso giorno, a distanza di qualche ora al massimo, per age- 
volare la somministrazione, trattandosi di dosi di volume elevaco. Se si usa una posologia diversa, se ne forni- 
scala motivazione scientifica. 


Dopo il trattamento si proceda al prelievo dei campioni in due momenti diversi dello stesso giorno, Per i rodi- 
tori il primo prelievo dopo il trattamento è effettuato quando sia trascorso un periodo equivalente ad una 
volta e mezza la durara del ciclo cellulare [che è dì norma di 12-18 ore). Poiché il rempo necessario affinché 
la sostanza in esame sia assorbita e metabolizzata e produca effetti sulla cinetica del ciclo cellulare può 
influire sul momento ottimale per l'individuazione delle aberrazioni cromosomiche, si raccomanda di prele- 
vare un altro campione 24 ore dopo. Se il protocollo di trattamento è più lungo di un giorno, si proceda ad 
ua unico campionamento quando sia trascorso un periodo equivalente ad una volta e mezza la durata nor- 
male dei ciclo cellulare dopo l'ultima somministrazione. 


Prima di sacrificare gli animali si infetti per via interperitoneale una dose adeguata di un inibitore della meta- 
fase (per esempio Colcemid® o colchicina). Gi animali saranno quindi sacrificati dopo un adeguato lasso di 
tempo: 3+5 ore circa per i topi, 4-5 ore circa per i criceti cinesi. Si prelevino quindi le necessarie cellule del 
midollo asseo € si cilevino le aberrazioni cromosomiche. 
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1.5.3 Dosi 


Se si procede a uno studio per individuare l'intervallo di dosi, non essendo disponibili dari utili in materia, 
questo va eseguito nello stesso laboratorio, sulla stessa specie, ceppo € sesso, con il medesimo protocollo 
usato nel test principale (5). In caso di tossicità sì usino per la prima fase di campionamento tre dosi diverse, 
che vadano dalla tossicità massima ad una tossicità assente © modica, Per il campionamento successivo si usi 
solo la dose massima. La dose massima è definita come dose che produce segni di tossicità tali che livelli più 
elevari, con la stessa posologia, sarebbero presumibilmente letali. Sostanze con azione biologica specifica, a 
dosi basse non tossiche (come ormoni e mitogeni) possono costituire eccezione rispetto ai criteri di defini. 
zione della dose e vanno valutate caso per caso. La dose massima può essere definita anche come dose che 
produce qualche segno di tossicità nel midollo osseo (per esempio una riduzione del coefficiente mitorico 
superiore al 50%). 


1.5.4. Saggio con dose limite 


Se la somministrazione di una quancità di sostanza pari ad almeno 2.000 mg per kg di peso corporeo in dose 
unica 0 in due dosi nello stesso giorno non produce effetti tossici rilevabili, e se non vi sono ragioni di 
sospettare un'azione genotossica sulla base di dati relativi a sostanze strutturalmente correlate, si può conside- 
rare che non è necessario procedere alla sperimentazione completa con tre dosi diverse. Per studi di maggiore” 
durata la dost limite è pari a 2000 mgfkg di peso corporco al giorno, da somministrare per 14 giorni al 
massimo; è pari a 1 000 mgfkg di peso corporeo al giorno per un trattamento più lungo. Sulla base della 
ssposizione umana prevista per la sostanza în esame, può essere necessario usare una dose più elevata nel test 
con dose limite. 


1.5.5, Samministrazione 


La sostanza in esame viene di solito somministrata con sonda gastrica © cannula di intubazione, oppure 
mediante iniezione intraperitoneale. Possono essere accettate altre vie se esiste una valida ragione. Il volume 
massimo di liquido somministrabile in un'unica volta con sonda gastrica 0 con iniezione dipende dalle dimen- 
sioni dell'animale da laboratorio; non deve superare i 2 mi/100 g di peso corporeo. L'uso di volumi più ele- 
vari deve essere motivato. Salvo per sostanze irritanti o corrosive, che di norma riveleranno effetti esacerbati 
a concentrazioni più elevate, le variazioni di volume devono essere minimizzare, regolando la concentrazione 
in modo da garantire un volume costante a tutte le dosi, i 


1.5.6. Preparazione dei cromosomi 


Non appena l'animale è stato sacrificato, si prelevi il midollo asseo, lo si esponga ad una soluzione ipotonica 
e lo si fissi. Le cellule siano poi poste su vetrini e sottoposte a un processo di colorazione, 


1.57 Analisi 


Sì determini il coefficiente mitotico come misura della citorossicità in almeno 1000 cellule per animale, in 
tutti gli animali trastati (compresi i controlli positivi} e nei controlli negativi, non trattati. 


Per ogni animale si analizzino almeno 100 cellule. Tale numero può essere ridotto qualora si rilevi un alto 
numero di aberrazioni, Tutti i vetrini, compresi quelli dei controlli positivi e negativi, devono essere codificati 
indipendentemente prima dell'esame al microscopio. Poiché le procedure di preparazione dei vetrini causano 
spesso la rottura di un parte delle cellule in metafase, con perdita di cromosomi, le cellule trattate devono 
contenere un numero di centromeri pari a 2n 42. 


2 RISULTATI 


21. TRATTAMENTO DEI RISULTATI 


t dati relativi ai singoli animali vanno presentati in forma di tabelle. L'unità sperimentale è l'animale. Per.cia- 
seun animale si indichi il numero di cellule analizzate e si valuti il numero di aberrazioni per cellula e la per- 
centuale di cellule con una 0 più aberrazioni cromosomiche strutturali. Per i gruppi di trattamento e di con- 
trollo si elenchino i vari tipi di aberrazioni cromosomiche strutturati, il loro numero € la loro frequenza. È 
gap devono essere registrati separatamente e indicati nella relazione, ma non inclusi nella frequenza totale 
delle sberrazioni, Se non c'è un'evidente differenza di risposta tra i sessi, i dati relativi ai due sessi possono 
essere combinati nell'analisi statistica. 
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22. VALUTAZIONE E INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI 


Vari criteri permettano di determinare se un risultato è positivo, per esempio un aumento del numero relativo 
di cellule che presentano aberrazioni cromosomiche, correlato alla dose somministrata, 0 un palese aumento 
del numero di cellule con aberrazioni neì campioni, prelevati alla stessa fase di campionamento e provenienti 
da un gruppo cui è stata somministrata la stessa dose della sostanza in esame. Si consideri per prima cosa la 
rilevanza dei risultati dal punto di vista biologico. Si possono usare metodi statistici come ausilio nella valuta- 
zione dei risultati sperimentali (6), ma la significatività statistica non dovrebbe essere l'unico fattore determi. 
mante di una risposta positiva, Eventuali risultati ambigui possono essere chiariti mediante test ulteriori, prefe- 
ribilmente in condizioni sperimentali modificate. 


Un aumento del numero di cellule poliploidi può significare che la sostanza in esame è in grado di indurre 
aberrazioni numeriche nei cromosomi. Un aumento del numero di cellule che presentano enderiduplicazione 
può significare che la sostanza in esame è in grade di inibire il ciclo cellulare (7) (8). 


Una sostanza che fornisca risultati non corrispondenti ai criteri di cui sopra è considerata non mutagena in 
questo test. 


La maggior parte degli esperimenti fornirà indubbiamente risultati chiaramente positivi o negativi ma occasio- 
nalmente i dati octenuti non consentiranno di formulare un giudizio definitivo sull'azione della sostanza in 
esame. | risultati possono rimanere ambigui nonostante l'esperimento venga ripetuto più volte. 


Risultati positivi del saggio di aberrazione cromosomica in vivo indicano che una sostanza induce aberrazioni 
cromosomiche nel midollo osseo della specie usata pet i test. Risultati negativi indicano che nelle condizioni 
di test la sostanza in esame non induce aberrazioni cromosomiche nel midollo osseo della specie usata per i 


LesE. 


Si vaglino le probabilità che fa sostanza in «same o i suoi metaboliti entrino in circolo 0 specificamente rag- 
giungano il tessuto bersaglio (tossicità sisternica). 


3 © RELAZIONE 


RELAZIONE SUL SAGGIO 
La relazione sul saggio dovrà contenere le seguenti informazioni: 


Solvente/mezzo disperdente: 
— motivazione della scelta del mezzo disperdente, 


— solubilità e stabilità della sostanza in esame nel solvente/mezzo disperdente, se nota. 


Animali da laboratorio: 

= speciefceppo usato, 

— numero, cri e sesso degli animali, 

-- provenienza, condizioni di stabulazione, dieta, ecc., 


— peso dei singoli animali all'inizio degli esperimenti, con range, valore medio e deviazione standard per 
ciascun gruppo. 


Condizioni di esperimento: 

+ controlli positivi è negativi {mezzo disperdentefsolvente), 

— risultati dello dtd per individuare l'intervalle di dosi, se effettuato, 
— criteri di selezione delle dosì, 


— illustrazione particolareggiata della preparazione della sostanza in esame, 
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= illustrazione particolareggiata della somministrazione della sostanza in esame, 
— ‘metodi di misura della tossicità, 
— criteri di selezione della via di somministrazione, 


— metodi usati per verificare che la sostanza in esame sia entrata in circolo 0 abbia raggiunto il tessuto ber- 
saglio, se del caso, 


— conversione della concentrazione (ppm) della sostanza in esame nel cibo o nell'acqua potabile nella dose 
effettiva (mg/kg di peso corporeofgiorno), se del caso, 


—- dettagli relativi alla qualità del cibo e dell'acqua, 

— descrizione dettagliata dei protocolli di trattamento e di campionamento, 

— natura e concentrazione dell'inibirvore della metafase, durata del trattamento, 
— metodi di preparazione dei vetrini. 

— criteri di conteggio delle aberrazioni, 

— numero di cellule analizzate per animale, 

— criteri in base ai quali i risultati sono giudicati positivi, negativi o ambigui. 
Risultati: 

— segni di tossicità, 

— coefficiente mitotico, 

— tipo e numero delle aberrazioni, indicati separatamente per ciascun animale, 
— numero totale delle aberrazioni per gruppo, con medie e deviazioni standard, 
— numero di cellule che presentano ensioni per gruppo, con medie e deviazioni standard, 
— eventuali cambiamenti del numero cromosomica, 

— relazione dose-risposta, se possibile, 

— eventuali analisi statistiche, 

— dari sui controlli negativi paralleli. 

— dati sui controlli negativi precedenti, con range, medie e deviazioni standard, 


— dati sui controlli positivi paralleli. 
Discussione dei risultati. 


Conclusioni. 
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LI. 


La. 


«8,12 MUTAGENICITÀ — TEST IN VIVO SUI MICRONUCLF! NEGLI ERITROCITI DI MAMMIFERO 


ALLEGATO 4C 


METODO 


i metodo è ripresa dal metodo DECD TG 474, Mammalian Erythroeyte Micronucleus Test (1997), 


INTRODUZIONE 


Il test in viva sui micronuclei dei mammiferi è usato per individuare i danni indotti dalla sostanza in esame ai 
cromosomi 0 all'apparato mitotico degli eritroblasti: si efferrua analizzando gli eritrociti provenienti dal 


midollo osseo e/o dalle cellule del sangue periferico di animali, di norma roditori. 


È destinato 2 identificare sostanze che provocano danni citogenetici, che si manifestano nella formazione di 
micronulei contenenti frammenti di cromosomi 0 cromosomi interi, 


Quando da un eritrablasto del midollo ossca si sviluppa un eritrocita policromatica, il nucleo principale viene 
espulso: i micronuciei formatisi possono rimanere nel citoplasma ché non contiene più il nucleo principale, 
cosa che rende più agevole la visualizzazione dei micronulei, L'aumento della frequenza di eritrociti policro- 
matici contenenti micronuclei negli animali tracrati è un'indicazione di danno cromosomico indotro. 


In questo test si usa solitamente il midollo ossea di roditori: il midollo osseo è il cessuto in cui sono prodoni 
gli eritrociti policromatici. Il conteggia degli eritrociti immaturi ipolicromatici) contenenti micronuclei nel 
sangue periferico è ugualmente accemabile nelle specie in cui è srata provata l'incapacità della milza di svol- 
gere la funzione emocateeretica sugli eritrociti contenendi micronuclei 0 che sia risultata particolarmente sen» 
sibile per l'individuazione di agenti che provocano aberrazioni cromosomiche strutturali 0 numeriche. Per 
distinguere i micronuclei si possono usare vari criteri, tra cui la presenza o l'assenza del cinetocore. o del cen- 
tromero, nei micronuclei, L'elemento conclusiva è la frequenza degli eritrociti immaturi (policromatici) conte- 
nenti micronuclei..Quando gli animali vengono trattari in continuo per quarro settimane 0 più, come ele» 
mento conclusivo si può usare anche la percentuale di ericrociti maturi fortocromatici) del sangue periferico 
che contengono micronuciei. 


L'esame dei micronuclei dei mammiferi in vivo è particolarmente idonso a valutare il rischio mutagenico, in 
quanto permette di prendere in considerazione elementi del metabolismo, della farmacocinetica e dei processi 
di riparazione del DNA in vivo, anche se questi possono variare in funzione della specie, dei cessuti e dell'ef- 
ferta genetico indagato. ! test in vivo sono utili anche ad approfondire gli studi di un effetto mutagenico rile- 
vato in vitro. 


Qualora risulti che la sostanza in esame, o un suo metabolica reattivo, non raggiungono il tessuto bersaglio, il 
test non è adeguato. : 


Cfe, anche Introduzione generale, parte B. 


DEFINIZIONI 


Centromero icinetocoro): regionefi di un cromosoma sede di attacco del fuso durante la divisione cellulare, 
che permetta il corretto movimento dei cromosomi figli verso i poli delle cellule figlie. 


Micronuclei: piccoli nuclei sovrancumerari, separati dal nucleo principale delle cellule, prodotti durante la 
telofase della mitosi (meiosi) da frammenti residui di cromosomi o da cromosomi interi. 


Eritrocita orrocromatico: eritrocita maturo in cul mancano i ribosomi, che può essere distinto dagli eritro» 
citt policramatici immanuri mediante coloranti selettivi per i ribosomi, 


e 
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Eritrocita policromatico: eritrocita immaturo, in uno stadio di sviluppo intermedio, che contiene ancora 
ribosomi e che pertanto può essere distinto dagli eritrociti ortocromatici maturi mediante coloranti selettivi 
per i ribosomi. 


1.3, PRINCIPIO DEL METODO DI SAGGIO 


Gli animali sono esposti alla sostanza in esame tramite una via adeguata. Se si utilizza il midollo osseo, gli 
animali sono sacrificati a tempo debito dopo il trattamento: il midollo osseo viene quindi prelevato, preparato 
e colorato (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7). Se si utilizza sangue periferico, questo viene raccolto a tempo debito dopo 
il trattamento, si preparano quindi gli strisci e si colorano (4) (8) (9) (10). Per ì test eseguiti con sangue perife- 
rico l'intervallo fra l'ultima esposizione della sostanza e la raccolta delle cellule dovrebbe essere minimo. Si 
individuano quindi i micronuclei nei preparati. ° 


1A, DESCRIZIONE DEL METODO 
1.4.1, Preparazioni 


1.4.1.1 Scelta delle specie animali 


Se si usa il midollo osseo si raccomanda di servirsi di topi o ratti, benché si possa usare qualsiasi specie ade- 
guata di mammifero. Se sì usa il sangue periferico si raccomanda di servirsi di topi, ma si può utilizzare qual- 
siasi specie adeguata di mammifero, purché sia una specie in cui la milza non espleta la funzione emocatere- 
tica sugli eritrociti micronucleati e che si è rivelata sufficientemente sensibile per l'individuazione degli agenti 
che causana aberrazioni cromosomiche strutturali o numeriche. Si scelgano individui giovani e in buona 
salute provenienti da ceppi di animali da laboratorio. All'inizio dell'esperimento le variazioni di peso fra gli 
animali devono essere minime: non possano superare il 20% del peso medio per sesso. 


14.12. Condizioni di stabulazione e alimentazione 


Valgono le condizioni generali citate nell'Introduzione generale alla parte B; l'umidità ideale è pari al 50-60%, 


1.4.1.3. Preparazione degli animali 


Gli animali adulti. sani e giovani vengono suddivisi a caso in gruppi di controllo e di trattamento. Le gabbie 
devono essere disposte in. modo da minimizzare eventuali effetti dovuti alla posizione. Gli animali vanno 
identificati inequivocabilmente « acclimatati alle condizioni di laborztorio per almeno cinque giorni. 


1.4,1,4. Sostanza in esame/Preparazione 


Le sostanze solide devono essere poste in soluzione 0 in sospensione în adeguati solventi o mezzi disperdenti 
e, se necessario, diluite prima del cratcamento degli animali. Le sostanze liquide possono essere aggiunte diret- 
tamente alla coltura o diluite prima del trattamento. Si usino preparati recenti della sostanza, salvo qualora 
siano disponibili dati sulla sua stabilità che dimostrino che la conservazione è ammissibile. 


1.42, Condizioni di esperimento 


1.4.2.1. Solventefmezzo disperdente 


Ul solventefmezzo disperdente non deve produrre effetti tossici alle dosi usate e non deve reagire chimica» 
mente con la sostanza in esame. L'uso di solventifmezzi disperdenti poco nati è ammesso solo se sulfragato 
da dati che ne provino la compatibilità. Si raccomanda di prendere in primo luogo in considerazione, se pos- 
sibile, l'uso di un solventefmezzo disperdente acquoso. 


14.2,2. Controlli 


Ogni test dovrà comprendere controlli positivi e negativi [solventefmezzo disperdente), trattati in parallelo per 
ciascun sesso, Gli animali dei due gruppi dovranno essere trattati in modo identico, salvo per la somministra» 


zione della sostanza in esame. 


LR 
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1 controlli positivi dovrebbero produrre micronuclei in vivo a livelli di esposizione che provocano un 
aumento rilevabile rispetto alla media, Le dosi dei controlli positivi devono essere scelte in modo che gli effetti 
siano chian ma non rivelino immediatamente al lettore l'identità dei vetrini codificati. E ammissibile che le 
sostanze per i controlli positivi siano somministrate per una via diversa dalla sostanza in esame ed è suffi- 
ciente un solo prelievo per campione, E anche ammissibile l'uso per i controlli positivi di sostanze di una 
classe chimica correlata, se ne esistono. Fra gli esempi di sostanze per i controlli positivi si citano: 


ere «<< 

Sostanza N CAS i, Einecs 
Metansolfonato di etile 62.50-0 200-536-7 
Neethil-N-nitrosourea 759.73.9 212-071-2 
Mitomicina € 50-07-7 | 200-008-6 © 

lla 

Ciclofosfammide $0-13-0 200-01 5-4 
Ciclo fosfammide monoidraro 6055-19-1 
Trietilenmelammina 51-13-3 200-083-5 


In ogni fase del campionamento si proceda a comrolli negativi, cui-sia somministrato solo il solvente 0 il 
mezzo disperdente, senza altre differenze di trattamento, salvo che dai dati precedenti risulti che la variabilità 
intraspecifica e la frequenza di cellule con micronuclei sono accettabili. Se per i controlli negativi si procede 
ad un solo campionamento, lo si effettui al momento del primo prelievo. Si ricorra anche a concrolli negativi 
non wrattati, salvo che dati precedenti dimostrino che il solventefmezzo disperdente scelto non induce effetti 
nocivi o mutageni. 


St si usa sangue periferico come controllo negativo parallelo è ammissibile anche un campione prelevaro 
prima del trattamento, solo però negli studi brevi-sul sangue periferico (che vanno per esempio da 1 a 3 som- 
ministrazioni), qualora i dati ottenuti rientrino nel range previsto in letteratura. i 


TS. PROCEDURA 


1.5.1. Numero e sesso degli animali 


Ogni gruppo trattato e ogni gruppo di controllo deve essere composto di almeno 5 animali analizzabili per 
sesso (11). Se al momento della sperimentazione sono disponibili dati relativi a sperimentazioni sulla stessa 
specie e con la medesima via di esposizione, che dimostrano che non vi sono sostanziali differenze di tossicità 
tra i sessi, sarà sufficiente effetruare i test su um unico sesso. Qualora l'esposizione umana alle sostanze chimi- 
che sia specifica per un sesso, come per esempio nel caso di alcuni prodotti farmaceutici, i test devono essere 
eseguiti su animali di tale sesso. 


1.5.2. Protocollo di trattamento 


Non si può raccomandare un protocollo standard (cioè 1, 2 o più somministrazioni a intervalli di 24 ore). I 
campioni ottenuti dopo somministrazione protratta sono accettabili purché sia comprovato un effetto posi- 
tivo a, per uno studio negativo, ne sia stata dimostrata la tossicità 0 sia stata usata la dose limite, continuando 
la somministrazione fino al prelievo dei campioni. La sostanza in esame può èssere somministrata anche in 
dosi frazionare, per esempio a due riprese nello stesso giorno, a intervalli non superiori a qualche ora, per 
agevolare la somministrazione, trattandosi di un prodotto di grande volume. 


Ni test può essere eseguito in due modi: 


ta} la sostanza è somministrata agli animali in un'unica dose. Sono prelevati campioni di midollo osseo 
almeno due volte, ad adeguati intervalli, la prima volta almeno 24 ore dopo il trattamento, l'ultima non 
dopo 48 ore. Se il prelievo è effettuato meno di 24 ore dopo la somministrazione se ne fornisca la . 


i 
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ragione. | campioni di sangue periferico vanno prelevati almeno due volte, ad adeguati intervalli, la prima 
volta almeno 36 ore dopo la somministrazione, l'ultima non dapo 72 ore. Quando in una delle fasi si 
abbia una risposta positiva non è necessario procedere ad altri prelievi; 


(b) se si procede a due o più somministrazioni giornaliere (per esempio due 0 più somministrazioni ad inter- 
valli di 24 ore), i campioni vanno prelevati un'unica volta. fra le 18 e le 24 ore dopo l'ultima sommini- 
strazione per il midollo osseo e tra le 36 e le 43 ore dopo l'ultima somministrazione per il sangue perife- 
rico 12}. i 


Se del caso, possono essere effettuati ulteriori campionamenti, 


15.3. Dosi 


Se si procede a uno studio per individuare l'intervallo di dosi, non essendo disponibili dati utili i materia, que- 
sto va eseguito nello stesso laboratorio, sulla stessa specie, ceppo e sesso, con il medesimo protocollo usato 
nel test principale {13}. In caso di tossicità si usino per la prima fase di campionamento tre dosi diverse, che 
vanno dalla tossicità massima ad una tossicità assente o modica. Per il campionamento successivo si usi solo 
la dose massima. La dose massima è definita come dose che produce segni di tossicità tali che livelli più ele- 
vati, con la stessa posologia, sarebbero presumibilmente letali. Sostanze con azione biologica specifica, non 
tossiche a dosi basse (come ormoni e mitogeni) possono costituire un'eccezione rispetto ai criteri di defini- 
zione della dose e vanno valutare caso per caso. La dose massima può essere definita anche come dose che 
produce qualche segno di tossicità nel midollo osseo (per esempio una riduzione della percentuale di eritrociti 
immaturi nel midollo osseo 0 nel sangue periferico). 


1.5.4. Test con dose limite 


Se la somministrazione di una quantità di sostanza pari ad almeno 21000 mg per kg di peso corporeo in dose 
unica o in due dosi nello stesso giorno non produce effetri tossici rilevabili, e se non vi sono ragioni di 
sospettare un'azione genotossica sulla base di dari relativi a sostanze strutturalmente correlate, si può conside- 
rare che non è necessario procedere alla sperimentazione completa con tre dosi diverse. Per studi di maggiore 
durata la dose limite è pari a 2.000 mgfkg di peso corporeo al giorno, da somministrare per 14 giorni al 
massimo; per un trattamento più fungo è pari a 1.000 mgfkg di peso corporeo al giorna. Sulla base della 
esposizione umana prevista per la sostanza in esame, può essere necessario usare una dose più elevata nel test 
con dose limite. 


1.5.5. Somministrazione 


La sostanza in esame viene di solito somministrata con sonda gastrica 0 cannula di intubazione, oppure 
mediante iniezione intraperitoneale. Possono essere accertate altre vie se esiste una valida ragione. Il volume 
massimo di liquido somministrabile in una volta con sonda gastrica o con iniezione dipende ‘dalle dimensioni 
dell'animale da laboratorio: non deve superare i 2 mlf100 g di peso corporeo. L'uso di volumi più elevati deve 
essere motivato, Salvo per sostanze irritanti 0 corrosive, che di norma riveleranno effetti esacerbati a concen- 
trazioni più elevate, le variazioni di volume devono essere minimizzate, regolando la concentrazione in modo 
da garantire un volume costante a rutte le dosi, 


1.5.6. Preparazione di midollo osscofsangue 


Le cellule del midollo osseo vengono di solito prelevate dal femore 0 dalla tibia immediatamente dopo che 
l'animale è stato sacrificato. Le cellule sono prelevate, preparate e sottoposte a un processo di colorazione con 
metodi di accertata validità. Il sangue periferico è prelevato dalla vena caudale o da altro vaso sanguigno ade- 
guato. Le cellule ematiche vengono immediatamente sottoposte a un processo di colorazione in condizioni 
sopravitali (8) (9) (10), oppure si preparano strisci che sono poi colorati. L'uso di un colorante specifico per il 
DNA [per esempio arancio acridina (14) o Hoechst 33258 più pironina-Y {15)] può eliminare alcuni degli 
artefatti dovuti all'uso di un colorante non specifico per il DNA. Ciò non esclude l'uso di coloranti convenzio- 
nali {per esempio Giemsa]. Si possono usare anche altri sisterni [per esempio colonne di cellulosa. per la rimo- 
zione delle cellule mucleate {16)], se ne è provaca l'efficacia per la preparazione dei micronuclei in laboratorio. 


1.5.7. Analisi 


La percentuale degli eritrociti immaturi rispetto al totale (immaturi + maturi} viene determinata per ciascun 
animale contando in tutto almeno 200 eritrociti per it midollo ossen e 1.900 per il sangue periferico {17}, 
Tutti i vetrini, compresi i controlli positivi e negativi, devono essere codificati indipendentemente prima del. 


_ 55 


17-7-2001 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 164 


l'esame al microscopio. Si esaminino almeno 2000 eritrociti immaturi per animale per determinare la fre- 
quenza degli eritrociti immaturi micronucleati. Informazioni ulteriori si possono ottenere dal conteggio dei 
micronuclei negli eritrociti maturi. Nell'analisi dei vetrini, Ia proporzione degli eritrociti immaturi sugli eritro- 

- citi totali non deve essere inferiore al 20% del valore dei controlli. Quando gli animali sono trattati in conti- 
nuo per 4 sertimane @ più, si può anche determinare la frequenza degli eritrociti con micronucici su almeno 
2 000 eritrociti maturi per animale. In alternativa alle tecniche manuali, si possono accettare sistemi di analisi 
automatica {analisi dell'immagine e citometria a flusso continuo su cellule in sospensione), se adeguatamente 
motivati e di provata efficacia. 


2, DATI 


2.1. TRATTAMENTO DEI RISULTATI 


I dati relativi a ciascun animale vanno presentati sotto forma di tabella, L'unità sperimentale è l'animale. Il 
numero degli eritrociti immaturi e degli di eritrociti immaturi con micranuciei, nonché la percentuale degli 
eritrociti immaturi, devono essere elencati separatamente per ciascun animale. Quando gli animali sono trat- 
tati in continuo per 4 settimane 0 più, si formiscanno anche i dati relativi agli eritrociti maturi, se sono stati 
rilevati. Si indichi per ciascun animale la percentuale degli eritrociti immaturi sul cotale e, se ritenuta utile, la 
percentuale degli eritrociti micronucleati. Se non c'è un'evidente differenza di risposta tra i sessi; i dati dei due 
sessi possono essere combinati nell'analisi statistica. 


22. VALUTAZIONE E INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI 


Vari criteri permettono di determinare se un risultato è positivo, per esempio un aumento correlato alla dose 
somministraca del numero di cellule contenenti migronuclei, 0 un evidente aumento del numero di cellule 
contenenti micronuclei nei campioni prelevati alla medesima fase di campionamento e provenienti da un 
gruppo cui è stata somministrata la stessa dose. Si consideri per prima cosa la rilevanza dei risultati dal punto 
di vista biologico. Si possono usare metodi statistici come ausilio nella valutazione dei risultati sperimentali 
{18} (19). ma la significatività statistica non dovrebbe esserè l'unico fattore dewerminante di una risposta posi- 
tiva. Eventuali risultati ambigui possono essere chiariti mediante test ulteriori, preferibilmente in condizioni 
sperimentali modificate. ° i 


Una sostanza che fornisca risultati non corrispondenti ai criteri di cui sopra è considerata non mutagena in 
Questo test. 


La maggior parte degli esperimenti [ornirà indubbiamente risultati chiaramente positivi o negativi ma occasio» 
nalmente i dati ottenuti non consentiranno di formalare un giudizio definitivo sull'azione della sostanza in 
esame. I risultati possono rimanere ambigui nonostante l'esperimento venga ripetuto più volte, 


Risultati positivi del saggio significano che la sostanza induce la formazione di micronuciei, che sono il risul. 
tato di un danno cromosomico 0 di un danno all'apparato mitotico negli eritroblasti della specie in esame. 
Risultati negativi indicano che, nelle condizioni di esperimento, la sostanza in esame non produce micronuciei 
negli eritrociti immaturi della specie in esame, 


Si vagli la possibilità che la soscanza in esame o i suoì metaboliti entrino in circolo 6 raggiungano specifica» 


mente il ressuto bersaglio [tossicità sistemica). 


3... RELAZIONE 


RELAZIONE SUL SAGGIO 
La relazione deve comprendere le seguenti informazioni: 


Salventefmezzo disperdente: 
— motivazione della scelta dei mezza disperdente, 


— solubilità e stabilità della sostanza in esame nel solventefmezzo disperdente, se noto. 
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‘Animali da laboratorio: 


Speciefceppo usato, 
numero, età e sesso degli animali, 
provenienza, condizioni di stabulazione, dieta, ecc, 


peso dei singoli animali all'inizio degli esperimenti, con range. valore medio e deviazione standard pet 
ciascun gruppo, 


Condizioni di esperimento: 


controlli positivi e negativi (mezzo disperdentefsolvente), 

risultati dello srudio per individuare l'intervallo di dosi, se effertuato, 

chia di selezione delle dosî, 

illustrazione particolareggiata della FERA della sostanza in esame, 
illustrazione particolareggiata della somministrazione della sostanza in esame, 


metodi usati per verificare che la sostanza in esame sia entrata in circolo 0 abbia raggiunto il tessuto ber- 
saglio, se del caso, 


criteri di selezione della via di somministrazione, 


conversione della concentrazione (ppm) della sostanza im esame nel cibo 0 nell'acqua potabile nella dose 


‘effertiva (mg/kg di peso corporeofgiorno), se del caso, 


dettagli relativi alla qualità del cibo h dell'acqua. 

descrizione dettagliata dei protocolli di trattamento e campionamento, 
metodi di preparazione dei vetrini, 

metodi di misura della fasi 

criteri di conteggio degli eritrociti immaturi contenenti micronuclei, 
numero di cellule arializzare per animale, 


criteri in base a cui i risultari sono giudicati positivi, negativi o ambigui. 


Risultati: 


segni di tossicità, 

proporzione degli eritrociti immaturi sugli eritrociti totali, 

numero di eritrociti immaturi contenenti micronuciei per animale, 

media A deviazione standard degli eritrociti immaturi contementi micronuclei per gruppo, 
relazione dose-risposta, se possibile, 

analisi statistiche e metodi applicati. 

controlli negativi paralleli e in letteratura, 


controlli positivi paralleli. 


Discussione dei risultati. 


Conclusioni, 
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ALLEGATO 4D 


3B13/14. MUTAGENICITÀ — TEST DI REVERSIONE SU BATTERI 


1. METODO 


Il metodo è ripreso dal metodo VECD TG 471 Bacterial Reverse Mutarion Test (1997). 


LL INTRODUZIONE 


Il saggio di retromutazione su batteri utilizza ceppi di Salmonella crphimurium e Escherichia coli auxotrofi 
nei confronti di un amminoacido per identificare mutazioni puntiformi che implicano sostituzione, addizione 
0 delezione di una o più paia di basi del DNA it} {2) (3). Il principio su cui è basato questo saggio è la sua 
capacità di rivelare, nei ceppi sperimentali, recromutazioni che ripristinano la capacità funzionale dei batteri 
di sintetizzare un amminoacido essenziale. I batteri retromutanti sono individuati in base alla capacità di cre- 
scere in assenza dell'amminoacido di cui ha invece bisogno il ceppo sperimentale progenitore, 


Le mutazioni puntiformi sono causa di molte malattie genetiche umane e vi sono prove concrete che muta» 
zioni puntiformi in oncogeni e geni soppresori dei tumori di cellule somatiche sono implicate nella comparsa 
delle neoplasie umane come in quelle sperimentalmente indotte negli animali da laboratorio. Il saggio di rerro- 
mutazione batterica è rapido, poco costoso e relativamente facile da eseguire. Molti ceppi sperimentali presen- 
tano caratteristiche che le rendono più sensibili per l'identificazione di mutazioni, in particolare sequenze di 
DNA sensibili nei siti di reversione, maggior permeabilità cellulare per le grandi molecole e assenza dei 
sistemi di riparazione del DNA, 0 rafforzamento dei sistemi soggetti a errore. La specificità dei ceppi speri- 
mentali può fornire informazioni utili sul tipo di mutazioni indotte da agenti genorossici, Per i testi di retro- 
mutazione barterica esiste una vastissima base dari, che contiene i risultati per una grande varietà di strutture 
e sono stati sviluppatì metodi ormai classici per l'analisi chimica di prodotti con proprietà chimico-fisiche 
diverse, compresi i composti volatili. 


Vedi anche introduzione generale parte B. 


12, DEFINIZIONI 


Un test di reversione in Salmonella wphimurium 0 Escherichia coli rivela in un ceppo auxotrofo, che neces- 
sita l'apporto di un amminoacido {rispettivamente istidina 0 triptofano), una mutazione che lo trasforma in 
un ceppo che non necessita l'apporto dell'amminoacido. 


Mutageni che provocano la sostituzione di coppie di basi sono agenti che provocano un cambiamento di 
basi nel DNA. In un test di reversione questo cambiamento può verificarsi nel sito della mutazione originale 


9 in un altro sito del genoma batterico. 


Mutageni che provocano la mutazione della fase di lectura sono agenti che provocano l'inserzione o la 
delezione di una o più basi nel DNA, modificando così la fase di lettura nell'RNA. 


1.3. CONSIDERAZIONI INIZIALI 


Nel saggio di reversione batterica si usano cellule procariote, che differiscono dalle cellule dei mammiferi in 
fattori come l'assorbimento, il metabolismo, la struttura cromosomica e i meccanismi di riparazione del DNA. 
I test în vitro richiedono in genere una fonte esogena di attivazione metabolica. | sistemi di attivazione mera- 
bolica in vitro non sono in grado di simulare perfertamente le condizioni in vivo nei mammiferi. Il test, per- 
tanto, non fornisce informazioni dirette sul potenziale mutageno e cancerogeno di una sostanza nei mammi- 
ferì. 


Il saggio di reversione batterica è comunemente impiegato come prima tappa per individuare l'azione geno- 
tossica e, în particolare, la capacità di indurre mutazioni puntiformi. Numerosi dati dimostrano che molte 
«oet-a28 chimiche che risultano positive a questo saggio presentano attività mutagena anche in altri cest. Vi 

esempi di agenti mutageni che non sono rivelati da questo test: le ragioni di questi insuccessi passano 


e 
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essere ricondotta alla natura specifica della mutazione, a differenze di attivazione metabolica o a differenze di 
biodisponibilità. D'altra parte, i fattorì che aumentano la sensibilità del test possono indurre a sopravvalutare 
l'azione mutagena. 


Il test di retromutazione batterica può non essere adatto per la valutazione di alcune classi di sostanze chimi- 
che, per esempio i composti fortemente battericidi (come alcuni antibiotici) e quelli di cui si suppone (0 si sa) 

‘ che interferiscano specificamente con il sistema di moltiplicazione cellulare nei mammiferi {per esempio, 
alcuni inibitori delle topoisomerasi e alcuni analoghi di nucléosidi). In tali casi possono essere più adeguati 
test su mammiferi. 


Molti composti che risultano positivi al test sono cancerogeni nei mammiferi, tuttavia la correlazione non è 
assoluta: dipende dalla classe chimica. [Inoltre vi sono cancerogeni che non sono rivelati da questo saggio, per- 
ché agiscono con meccanismi diversi, non genotossici, o con meccanismi assenti nelle cellule batteriche. 


14, PRINCIPIO DEL METODO DI SAGGIO 


Le cellule batteriche in sospensione sono esposte alla sostanza in esame in presenza e in assenza di un sistema 
esogeno di attivazione metabolica, Nel metodo di incorporazione su piastra, tali sospensioni sono miscelare 
con un agar di copertura e piastrate immediatamente su terreno minimo, Nel metodo di preincubazione, il 
composto di trattamento è posto in incubazione, mescolato ad un agar di copertura, poi piastraro su terreno 
minimo. In entrambe le tecniche, dopo due 0 tre giorni di incubazione si contano le colonie revertanti e se 
ne confronta il numero con quello delle colonie revertanti spontanee su piastre di controllo esposte al solo 
solvente. 


Per i test di reversione batterica sono state descritte varie procedure. Quelle più comunemente usate sono: il 
metodo di incorporazione su piastra {1} (2} {3} (4), il merodo di preincubazione (2) {3} (5) (6) (7) (8), il 
metodo di fluttuazione {9} (10) e il metodo di sospensione {11}. Sono state descritte modifiche per i test su 
gas o vapori (12). 


Le procedure descritte riguardano principalmente i metodi di incorporazione su piastra e di preincubazione. - 
Sono entrambi ammissibili per l'esecuzione di esperimenti con è senza attivazione metabolica. Per alcune 
sostanze è più efficace il metodo di preincubazione. Si tratta di sostanze appartenenti alle classi chimiche che 
includono le nitrosammine alifatiche a catena corta, i metalli bivalenti, a aldeidi, i coloranti azoici e i compo- 
sti diazoici, gli alcaloidi pirollizidinici, i composti allilici « i nitrocomposti (3). È noto anche che alcune classi 
di mutageni non sono sempre identificabili con procedure standard come il metodo di incorporazione su pia- 
stra o il metodo di preincubazione. Devono essere considerate "casi speciali” e si raccomanda vivamente di 
usare altri metodi di rilevazione. Sono stati identificati i seguenti “casi speciali” {con esempi di possibili metodi 
di rilevazione): coloranti azoici e composti diazoici (3) (5) (6) (13), gas e sostanze chimiche volatili {13} (14) 
{15) {16) e glicosidi (17) (18). Le deviazioni dalla procedura standard devono essere scientificamente motivate. 


1.5. DESCRIZIONE DEL METODO 
1.5.1, Preparazioni 


1.5.1.1. Batteri 


Si lascino sviluppare le colture fresche di batteri fino alla fase esponenziale tardiva 0 alla fase stazionaria pre- 
coce {approssimativamente 10° cellule per ml}. Non si usino colture in fase stazionaria tardiva, È essenziale 
che le colture usate nell'esperimento contengano un titolo elevato di batteri vitali. Il titolo può essere provato 
sulla base di dati di controllo precedenti sulle curve di crescita, oppure, nei singoli saggi, determinando il 
numero di cellule vitali mediante un test di piastramento. 


La temperatura di incubazione raccomandata è di 37"C. 


Si usino almeno cinque ceppi di batteri, tra cui quattro ceppi di S. ryphimurium {TA 1535: TA 1537 o 
TA97a 0 TA97; TA98; e TA100) la cui affidabilità è provata e che forniscono risposte riproducibili. [ ceppi 
di 5. ryphimurium contengono paia di basi GC sul sito di reversione primario ed è noto che non permettono 
di identificare alcuni mutageni ossidanti, agenti che provocano cross-linking e idrazine. Tali sostanze possone 
essere individuate con ceppi di E. cali WP2 0 da S. typhimurium TA102 (19) che hanno una coppia di basi 
AT sul sito di reversione primaria. La combinazione di ceppi raccomandata è pertanto: 
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— $ typhimurium TA1535, e 

— S$. typhimurium TA1537 a TA97 o TA97a, e 
= Ss typhimurium TAS8. e 

— 5, typhimurium TAIO0, € 


— E. coli WP2 uvrA, o È. coli WP2 UvtA pKM101), 0 S. typhimurium TalD2. 


AI fine di rilevare mutageni che provocano cross-linking. può essere preferibile includere TA102 0 aggiungere 
un ceppo di E. colì con sistema di riparazione del DNA privo di errore [per esempio, E. coli WP2 a È. Coli 
WP2 (pKM101}] 


Si usino metodi di provata validità per la preparazione delle colkure primarie, la verifica dei marcatori e la 
conservazione. La necessità dell'amminicacido in supplemento nucritiva per la crescita deve essere dimoscrara 
per ciascuna delle colture congelate fistidina per ceppi di S. typhimurium, e triprofano per ceppi di E. coli), Si 
controllino anche altre cararceristiche fenotipiche, e cioè: la presenza © l'assenza di plasmidi R [resistenza 
all'ampicillina nei ceppi TA9S, TALOO e TA97a o TAS7, WP2 uvtA e WP1 uvrA (pKMI01}, e resistenza a 
ampicillina + tetraciclina nel ceppo TA102], se del caso; la presenza di mutazioni caratteristiche (cioè la mura- 
zione rfa in S. iyphimurium attraverso la sensibilicà al cristalvioletto e [a mutazione untA in E. coli o la muta- 
zione uviB in S. cyphimurium, actraverso la sensibilità all'ultravioletto) (2) (3). I ceppi devono produrre un 
certo numero di colonie rettomutanti sponcinee per piastra, situato entro il range di frequenze rapportato ai 
valori precedenti ottenuti nel laboratorio e, possibilmente, ai valori del range riportati in letteratura. 


1.5.1.2. Terreno di coltura 


Si usi una minima quantità di agar adeguaro {per esempio contenente una minima quantità di terreno È di 
Vogel-Bonner e glucosio) e un agar di copertura contenente istidina e biotina 0 triptofano, tale da permettere 
un certo numero di divisioni cellulari {1} (2) (9). 


1.5.1.3, Attivazione metabolica 


I batteri dovrebbero essere esposti alla sostanza im esame sia in presenza che in assenza di un adeguato 
sistema di attivazione metabolica. Îl sistema più comunemente usaro è una frazione posr-mitocondriale inte- 
‘grata di cofattore (59), prelevata dal fegato di roditori trattati con induttori enzimatici come Aroclor 1254 (1) 
{}. a una combinazione di fenobarbitone e B-naftoflavone {18) (20) {21). La frazione postmitocondriale 
viene usata di solito a concentrazioni comprese fra 5 e 30% v/y nel composto S9. La scelta e le condizione di 
un sistema di attivazione metabolica dipendono dalla classe chimica della sostanza in esame. in alcuni casì 
può essere opportuno utilizzare più di una concentrazione della frazione post-mitocondriale. Per coloranti 
azcici e composti diazcici, può essere più adeguato un sistema di acrivazione metabolica riduttivo {6} (13). 


1.5,1.4. Sostanza in esame/Preparazione 


Le sostanze solide devono essere paste in soluzione @ in sospensione in adeguati solventi o mezzi disperdenti 
e, se necessario, diluite prima del trattamento dei batteri, Le sostanze liquide possono essere aggiunte diretta» 
mente alla coltura o diluite prima del trattamento. SI usino preparati recenti della sostanza, salvo qualora 
siano disponibili dati sulla sua stabilità, che dimostrino che la conservazione è accettabile. 


Il solveatefmezzo disperdente non deve reagire chimicamente con la sostanza in esame e deve essere compari» 
bile con la sopravvivenza dei batteri e con l'attività di S9 {22}. L'uso di solventi/mezzi disperdenti poco noti è _ 
ammesso solo se suffragato da dati che ne provino la compatibilità. Si raccomanda di prendere in primo 
luogo in considerazione, se possibile, l'uso di un solventefmezzo disperdente acquoso, Se si procede all'esame. 
di sostanze instabili in acqua, si usino solventi organici anidri, 


1.5.2. Condizioni di esperimento 
1.5.2.1. Ceppi sottoposti a test {vedi 1,5.1.1} 


15.42. Concentrazione di esposizione 


I criteri da considerare per determinare la quantità massima di sostanza da usare sono la citotossicità e Ja 
solubilità nel composta di trattamento finale. 
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Può essere utile determinare la tossicità « l'insolubilità in un esperimento preliminare. La citotossicità può 
essere rivelata da una riduzione del numero di colonie revertanti, dalla comparsa di una crescita anormale del 
fondo, 0 dal grado di sopravvivenza delle colture trattate. La citotossicità di una sostanza può risultare alterata 
in presenza di sisterni di attivazione metabolica. L'insolubilità è dimostrata dalla presenza di un precipitato 
nel composto finale, visibile ad occhio nudo nelle condizioni di esperimento effettive. 


la concentrazione massima raccomandata per sostanze non citotossiche solubili è di 5 mpfpiasra 0 
5 pl/piastra. Per sostanze non citorossiche insolubili a 5 mg/piastra 0 5 pifpiastra, una o più concentrazioni 
* devono essere insolubili nelle ultime miscele di trattamento. Le sostanze citotossiche a concentrazione infe- 


riori a 5 mgfpiastra 0 5 plfpiastra devono essere saggiate fino ad una concentrazione citotossica. Il precipitato 
non deve interferire con la valutazione dei risultati. 


Si usino almeno cinque diverse concentrazioni analizzabili della sostanza in esame, ad intervalli approssimati- 
vamente semilogaritmici (cioè ,10) per i primi esperimenti. Per l'analisi della relazione concentrazione-rispo- 
sta, può essere necessario ridurre gli intervalli. Nella valutazione di sostanze che contengono quantità sostan- 
ziali di impurezza porenzialmente mutagene si possono prendere in considerazione concentrazioni superiori 
a 5 mgfpiastra 0 5 pifpiastra. 


1.5.2.3. Controlli negativi e positivi 


Ogni test dovrà comportare controlli positivi e negativi (solvente 0 mezzo disperdente) paralleli, con e senza 
attivazione metabolica. Per i controlli positivi, si scelgano concentrazioni che dimostrino la validità di ogni 
test, : 


Quando si usa un sistema di attivazione metabolica, le sostanze per i controlli positivi di riferimento devono 
essere scelte in funzione del tipo di'ceppo batterico. 


Le seguenti sostanze sono esempi di controlli positivi adatti per saggi con artivazione metabolica: 


Denominazione bi Numero CAS Numero Einecs 
dadi i _ FBLA4X1 212.308.4 
2,1 SEIN I 579 7-6 | 200-359-5 
benzo[a]pirene 30-32.8 * 200-028-5 
I-amminoantracene 613-13-8 | 210-330.9 
ciclofosfammide 50-13-0 200-01 5-4 
ciclofosfammide monoidraro | 6055-19-12 


Le seguente sostanza è un controllo positivo adatto per il metodo di attivazione metabolica riduttiva: 


Numero CAS 


573-58-0 


Denominazione Numero Einecs 


Congo Red 209-358-4 


Il I-amminoantracene non dovrebbe essere usito come unico indicatore dell'efficacia del composto 59. Se si 
usa il 2-ammminoantracene, si caratterizzi ogni lotto di 59 anche con un mutageno che richiede attivazione 
met-helica da parte di enzimi microsomiali, per esempio benzo[a]pirene, dimetilbenzantracene. 
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Le seguenti sostanze sono esempi di controlli positivi a specificità di ceppo per esperimenti eseguiti senza 
sistema di attivazione metabolica esogeno: 


in 


Denominazione Numera CAS Numero Finecs Ceppo 
sodio azide 26628-22-8 247-852.1 TA 1535 e TA 100 
2-nitrofluorene 607-57.8 210-138-5 TA 98 
Famminoacridina H 90-45-9 201.995-6 TA 1537, TA 97 e TA 97a 
ICR 191 17070-45-0 241-129-4 TA 1537, TA 97 e TA 97a 


idroperossido di cumene 80-15-9 | 201-254.7 | TA 1020 
mitomicina € | 50-07+7 | 200-008-6 | WPIuTÀ e TA 102 


Neethil-N-nitro-N-nitrosoguanidina | 70-25.7 200-730-1 WP2, WPluvrA e 
WP2uvrA{pKM101) 
eee)“ Vr Ye Te 
4-nitrochintolina-1-ossido 56-57.5 200.281-1 WP2, WPluvrA e- 
WP2uvrA(pKM101} 
furilfurammide - 3688-53-7 ceppi contenenti plasmidi 
{AF3} 


Si possono usare altre adeguare sostanze di riferimento per i controlli positivi. Si usino, se disponibili, 
sostanze di una classe chimica correlata. 


Si effettuino anche controlli negativi, usando solo il solvente o il mezzo disperdente sul terreno di coltura: i 
contralli vanno trattati come le colture che contengono la sostanza oggetto del test. Si proceda inoltre a cone 
trolli nom trattati, salvo che esistano precedenti dati di controllo che dimostrano che il solvente scelto non 
induce effetti nocivi o mutageni. 


Procedura 


Per il metodo di incorporazione su piastra (1) {2} (3) {4}, senza attivazione metabolica, di norma si mescolano 
0,05 ml o 0,1 ml della soluzione, 0,1 mi di coltura batterica fresca (contenente approssimativamente 10% cel 
Iule vitali) e 0,5 mi di tampone sterile con 2,0 ml di agar di copertura. Per i test con attivazione metabolica, 
si mescolano di norma 0,5 ml del composto di attivazione metabolica contenente una quantità adeguata di 
frazione post-mitocondriale (dal 5 al 30% v/v} von l'agar di copertura (2,0 ml), i batteri « la sostanza in esame 
e la soluzione. il contenuto di ciascuna provetta viene mescolato € piastrato su terreno minimo f(agarì. Prima 
dell'incubazione si lascia solidificare l’agar dì copertura. 


Per il metodo di prtincubazione (2) (3) (5) (6), la sostanza in esamefsoluzione è preincubata con il ceppo bat- 
terico (contenente approssimativamente 10* cellule vitali) e con un tampone sterile @ con il sistema di attiva. 
zione metabolica {0,5 mi), di norma per 20 minuti o più, a 30-37*C: è quindi mescolata all'agar di copertura 
€ piastrata su terreno minimo fagar). Di norma si mescolano 0,05 0 0,I ml di sostanza in esamefsoluzione, 
0,1 ml di barteri e 0,5 mi di composto 59 0 di tampone sterile con 2,0 mi di agar di copertura. Durante la 
preincubazione le provette vanno aerate con un agirarore. 


Per una valida stima della variazione, si usino piastre in triplo a ciascuna dose. L'uso di piastre in doppio è 
accettabile se scientificamente motivato. La perdita occasionale di una piastra non invalida necessariamente il 
test, 


L test con sostanze gassose e volatili devono essere condotti con metodi adeguati, per esempio in recipienti 
ermetici (12) 14) (15) (16). 
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1,54 = Incubazione 


Tutte le piastre di un esperimento devono essere paste in incubazione a 37°C per 48-72 ore; si rilevi quindi 
il numero di colonie revertanti per piastra. 


ù: RISULTATI 


di TRATTAMENTO DEI RISULTATI 


I dati devono essere presentati come numero di colonie revertanti per piastra. Si fornisca anche il numero di 
colonie revertanti sulle piastre dei controlli negativi {controllo trattato con solo solvente e controllo non trat. 
tato, se effettuato) « positivi. Per la sostanza in esame e per i controlli, positivi e negativi {non trattati o con 
solo solvente), si indichino te cifre per le singole piastre, il numero medio di colonie revertanti per piastra e la 
deviazione standard, i 


In caso di risposta inequivocabilmente positiva non sono necessarie verifiche. 1 risultati ambigui devono essere 
chiariti mediante prove ulteriori, preferibilmente in condizioni di esperimento modificate. ] riusultati negativi 
devono essere confermati caso per caso. Se non si ritiene necessaria la conferma dei risultati negativi, se ne 
indichino le ragioni. Nei test successivi si dovrebbero modificare i parametri di studio per estendere la gamma 
delle condizioni in esame. Fra i parametri modificabili si citano l'intervallo tra le concentrazioni, il metodo di 

| trattamento (incorporazione su piastra 0 preincubazione in ambiente liquido) e le condizioni di attivazione 
metabolica. 


22. VALUTAZIONE E INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI 


Vari criteri permettono di determinare se un risultato è positivo, per esempio un aumento, correlato con la 
concentrazione, per tutte le concentrazioni sottoposte a esame e/o un aumento riproducibile, ad una o più 
concentrazioni, del numero di colonie revertanti per piastra per almeno un ceppo, con o senza sistema di atti 
vazione metabolica {23}. Si consideri in primo luogo la rilevanza dei risultati dal punto di vista biologico, Si 
possono usare metodi statistici come ausilio nella valutazione dei risultati sperimentali (24), ma la significati- 
vità statistica non dovrebbe essere l'unico fattore determinante di una risposta positiva. 


Una sostanza che fornisca risultati non corrispondenti ai criteri di cui sopra è considerata non mutagena in: 
questo Test. 


La maggior parte degli esperimenti fornirà indubbiamente risultati palesemente positivi o negativi, ma in 
alcuni casi'i dati ottenuti non consentiranno di formulare un giudizio definitivo sull'azione della sostanza in 
esame. | risultati possono rimanere ambigui, nonostante l'esperimento venga ripetuto più volte, 


Risultati positivi del saggio di retromutazione batterica dimostrano che la sostanza induce mutazioni punti- 
formi per sostituzioni di basi 0 mutazione della fase di lettura nei genoma di Salmonella ryphimurium 0 
Escherichia coli. Risultati negativi indicano che, nelle condizioni di test, la sostanza in esame non induce 
mutazioni nella specie sottoposta al test. 


1, RELAZIONE 


RELAZIONE SUL SAGGIO 

La relazione dovrì contenere le seguenti informazioni: 

Solvente/mezzo disperdente: 

= motivazione della scelta del solvente/mezzo disperdente; 

— solubilità e stabilità della sostanza in esame nel solventefmezzo disperdente, se nota. 
Ceppi: 

— ceppi usati; 

— numero per cellule per coltura; 


— caratteristiche dei ceppi. 
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Condizioni di esperimento: 


— quantità della sostanza in esame per piastra (mg/piastra 0 plfpiastraf e criteri di selezione della concentra- 
ziorte e del numero di piastre per concentrazione; 


— terreni usati; 
— tipo e composizione del sistema di attivazione metabolica, criteri di accettabilità; 


— procedura di trattamento. 


Risultati; 

— segni di tossicità, 

— segni di precipirazione, 

— conteggi per le singole piastre, 

— numero medio di colonie cevertanti per piastra e deviazione standard, 
— relazione dose-risposta, se possibile, 

— eventuali analisi statistiche, 


.— dati sui controlli paralleli negativi (solventefmezzo disperdente) e positivi, con intervalli, medie e devia- 
zioni standard, 


— dati sui controlli negativi {solvente/mezzo disperdente) e positivi precedenti, con intervalli, medie e devia» 
zioni standard. 


Discussione dei risultati. 


Conclusioni. 
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ALLEGATO 4E 


«B.17, MUTAGENICITÀ — TEST IN VITRO DI MUTAZIONE GENICA SU CELLULE DI MAMMIFERO 


METODO 


Il metodo è ripreso dal metodo DECD TG 476, In Vitro Mammialian Cell Gene Mutation Test {1997} 


INTRODUZIONE 


Ii test in vitro di mutazione genica su cellule di mammifero permette di identificare mutazioni geniche indotte 
da sostanze chimiche. Fra le linee cellulari adeguate sì citano le cellule di linfoma di topo L5178Y, le linee 
CHO, CHO-AS52 e V79 di cellule di criceto cinese, le cellule linfobiastoidi umane TK6 {1}. In queste linee cel- 
lulari di norma si misurano le mutazioni sui loci della timidina chinasi (TK) = dell'ipoxantina-guanina fosfori- 
bosil trasferasi (HPRT) e su un transgene della xanttina-guanina fosforibosi! trasferasi [XPRT). I saggi di muta- 
zione TK, HPRT e XPRT rivelano varie categorie di fenomeni genetici. La posizione autosomica di TK e XPRT 
può permettere di individuare effetti generici iper esempio grandi delezioni) non individuati sul locus HPRT 
dei cromosomi X (2) (3) (4) (5) (6). ; 


Nel test in vitro di mutazione genica su cellule di mammifero si possono usare colture di linee cellulari stabi- 
lizzate o ceppi cellulari. Le cellule sono scelte in base alla capacità di crescita in coltura e alla stabilirà della 


frequenza di mutazioni spontanee. ; 


I saggi in vitro richiedono in generale l'uso di una fonte esogena di attivazione metabolica. Tale sistema di 
attivazione metabolica non può simulare perfettamente le condizioni in vivo nel mammifero. Si evitino condi- 
zioni che porterebbero a risultati che non riflettono uma mutagenicità intrinseca. Risultati positivi che non 
riflettono una mutagenicità intrinseca possono avere origine da cambiamenti di pH e di osmolalità o da ele- 
vati livelli di citotossicità {7}, I 


Il saggio è usato per individuare potenziali mutageni e cancerogeni per i mammiferi. Molti composti positivi 
a questo test sono cancerogeni per i mammiferi, tuttavia la correlazione non è assoluta, ma dipende dalla 
classe chimica; vi sono sempre più elementi che inducono a ritenere che esistono cancerogeni che non sono 
rivelati da questi test perché sembrano agire attraverso altri meccanismi, non genatossici. 


Cfr. anche Introduzione generale parte B. 


DEFINIZIONI 


Mutazione “in avanti”: una mutazione genica in cui dal tipo parentale alla forma mutante si ha alterazione 
o perdita dell'atrività enzimatica o della funzione della proteina codificara. 


Mutageni che provocano la sostituzione di coppie di basi: sostanze che provocano la sostituzione di una 
0 più coppie di basi del DNA. 


Mutageni che provocano la mutazione della fase di lettura: Sostanze che provocano l'inserzione o la dele- 
zione di una o più coppie di basi nella molecola di DNA. 


Tempo di espressione fenotipica: il periodo durante il quale i prodotti genici inalterati scompaiono dalle 
cellule recentemente mutate. i 


Frequenza dei mutanti: numero di cellule mutanti diviso per il numero di cellule vitali. 


Crescita totale relativa: aumento del numero di cellule nel tempo, in confronto con una popolazione di cel- 
lule di controllo; si calcola moltiplicando la crescita in sospensione rispetto al controllo negativo per l'effi- 
cienza di clonazione del controlio negativo, 


Crescita relativa in sospensione: aumento del numero di cellule nel corso del periodo di espressione 
rispetto al controllo negativo. 


eat 
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Viralità; l'efficienza di clonazione delle cellule trattate al momento del piastramento in condizioni selettive 
dopo il periodo di espressione. 


Sopravvivenza: l'efficienza di clonazione delle cellule trattate al momento del piastramento, al termnine del 
trattamento: il tasso di sopravvivenza viene espresso di solito in relazione alla sopravvivenza della popola- 
zione di cellule di controlla. 


Li, PRINCIPIO DEL METODO DI SAGGIO 


Le cellule carenti di timidina chinasi (TK) a causa della mutazione TE — TEU sono resistenti agli effenti 
citotossici dell'analogo pirimidinico trifluorotimidina (TFT). Le cellule capaci di produrre la timidina chinasi 
sono sensibili alla TFT, che provoca l'inibizione del metabolismo cellulare e arresta la divisione cellulare. Di 
conseguenza, le cellule mutanti sono in grado di proliferare in presenza di TFT, mentre le cellule normali, che 
contengono timidina chinasi, non lo sono. Analogamente le cellule carenti di HPRT 0 XPRT sono selezionare 
in base alla resistenza alla 6-tioguanina (TG) o alla S-azaguanina (AG). Le proprietà della sostanza in esame 
devono assére studiate accuratamente quando in uno dei test di mutazione genica su cellule di mammifero si 
sperimenta un analogo di una base o unt composto correlato all'agente selettivo. Per esempio, è necessario 
controllare la sospetta tossicità selettiva della sostanza in esame nei confronti di cellule mutanti e non 
mutanti. Quando sono sotroposte a test sostanze chimiche strutturalmente correlate all'agente selettivo {8}, 
deve quindi essere confermata l'efficacia del sistema o dell'agente selettivo. 


Le cellule in sospensione 0 in coltura monostrato sono esposte alla sostanza in esame, con e senza attivazione 
metabolica, per un tempo adeguato, poi reinoculate per determinare la citbtossicità e permettere l'espressione 
fenotipica prima della selezione dei mutanti {9} (10) (11) (12) (13). La citotossicità è determinata di norma 
misurando l'efficacia relativa di clonazione (sopravvivenza) © la crescita torale relativa delle colture dopo il 
tramamento. Le colture tractare sono mantenute nel terreno di coltura per un periodo sufficiente, specifico per” 
ciascun locus e tipo cellulare, per permettere l'espressione fenotipica ottimale delle mutazioni indotte, La fre- 
quenza di mutanti è determinata mediante inseminazione di un numero noto di cellule in terreno contenente 
l'agente selettivo, per rilevare le cellule mutanti, e in terreno non contenente l'agente selettivo, per determinare 
l'efficacia di clonazione (vitalità). Dopo un adeguato periodo di incubazione le colonie sono contate. La fre- 
quenza dei mutanti è costituita dal rapporto tra il numero di colonie mutanti nel terreno selettivo e in quello 
non selettivo, 


14, DESCRIZIONE DEL METODO 
1.4.1. Preparazioni 


141.1. Cellule 


I tipi di cellule adatti sono molti, per esempio i subcloni delle cellule LS178Y, CHO, CHO-AS352, V79 0 TK6. 
Le cellule usate per questo test devono essere notoriamente sensibili ai mutageni chimici e presentare elevata 
efficienza di clonazione e frequenza stabile delle mutazioni spontanee, Si controlli che non siano contaminate 
da micoplasma; non si usino i ceppi contaminati. 


LI rest deve essere impostato in modo da avere sensibilità ed efficacia predeterminate. ll numero di cellule, di 
colture e di concentrazioni della sostanza in esame deve riflettere rali parametri predefiniti (14). Ad ogni sta- 
dio del test il numero minimo di cellule vitali che sopravvivono al trattamento deve essere basato sulla fre- 
quenza delle mutazioni spontanee. Come regola generale si può usare un numero di cellule pari almeno al 
decuplo dell'inverso della frequenza di mutazioni spontanee. Si raccomanda comunque di utilizzare almeno 
10% cellule. Dovrebbero essere disponibili risultati di precedenti esperienze sul sistema cellulare, che indichino 
che le prestazioni del test sono costanti. 


1.4,1.2. Terreni e condizioni di coltura 


Si usino adeguati terreni di coltura e condizioni di incubazione (recipienti di coltura, temperatura, concentra- 
zione di CO,, e umidità). I terreni devono essere scelti in funzione dei sistemi selettivi e del tipo di cellule, È 

articolarmente importante che le condizioni di coltura siano scelte in modo da garantire la crescita ottimale 
delle cellule durante il periodo di espressione e la capacità di formare colonie da parte delle cellule mutanti e 


non mutanti. 
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TALI Preparazione delle colture 


Le cellule provenienti da colture primarie sono inoculate in un terreno di coltura e incubate a 17*C. Prima di 
iniziare il test può rivelarsi necessario asportare dalle colture eventuali cellule mutanti preesistenti, 


1.4,1.4. Attivazione metabolica 


Le cellule dovrebbero essere esposte alla sostanza in esame sia in presenza che in assenza di un adeguato 
sisterna di attivazione metabolica. Il sistema più comunemente usato # una frazione post-mitocondriale inte- 
grata di cofattore {$9}, ricavata dal fegato di roditori trattati con induttori enzimatici come Aroclor 1254 {15} 
{16) (17) (18). 0 una combinazione di fenobarbitone e B-naftoflavone (19) (20). 


La frazione post-mitocondriale è di solito usata 4 coricentrazioni finali dell'1-1026 v/v nel terreno di coltura. 
La scelta e le condizioni di un sistema di arcivazione metabolica dipendono dalla classe chimica della sostanza 
în esame. In alcuni casi può essere opportuno utilizzare più di una concentrazione della frazione post-mito- 
condriale, 


Vari nuovi procedimenti, tra cui la creazione mediante ingegneria genetica di linee cellulari che esprimono 
enzimi attivatori specifici, possono fornire le risorse potenziali per l'attivazione endogena. La scelta delle linee 
cellulari deve essere scientificamente motivata (per esempio dall'importanza dell'iscenzima del citocromo 
P450 per il metabolismo della sostanza in esame). ° 


1.4.1.5. Sostanza in esame/Preparazione 


Le sostanze solide devono essere poste in soluzione 0 in sospensione in adeguati solventi o mezzi disperdenti 
e, se necessario, diluite prima del trattamento delle cellule, Le sostanze liquide possono essere aggiunte direrta- 
mente alla coltura o diluite prima del trattamento. Si usino preparati recenti della sostanza. salvo qualora 
siano disponibili daci sulla sua stabilità che dimostrino che la conservazione è accettabile. 


1.42. © Condizioni di esperimento 


1.4.2.1. Solvente/mezzo disperdente 


Il solvenicefmezzo disperdente non deve reagire chimicamente con la sostanza in esame e deve essere compati- 
bile con la sopravvivenza delle cellule e con l'azione di S9. L'uso di solventifmezzi disperdenti poco noti è 
ammesso solo se suffragaco da dari che ne provino la compatibilità. Si raccomanda di prendere in primo 
luogo in considerazione, se possibile, l'uso di un solventefmezzo disperdente acquoso. Nell'esame di sostanze 
instabili in acqua, si usi un sobrente organico anidro. L'acqua può essere rimossa mediante un setaccio mole- 
colare, 


1.4.2.2. Concentrazioni di esposizione 


Fra i criteri da considerare nel determinare la concentrazione massima si citano la citotossicità, la solubilità 
nel sisterna di prova e le variazioni di pH o di osmolalità, 


La citotossicità deve essere determinata con e senza attivazione metabolica nel tesr principale, sulla base di un 
indicatore adeguato dell'integrità e della moltiplicazione cellulare, come l'efficacia relativa di clonazione (tasso 
di sopravvivenza) o la crescita totale relativa. Può essere utile determinare la citotossicità e la solubilità in un 
esperimento preliminare. 


Si usino almeno quattro concentrazioni analizzabili. In caso di sostanza citotossica, le concentrazioni devono 
andare dalla tossicità massima ad una tossicità assente 0 modica: in altri termini, di norma le concentrazioni 
devono essere separate al massimo da un fattore compreso tra 2 e JI0. Se la concentrazione massima è 
basata sulla citotossicità, il tasso di sopravvivenza relativa (efficacia relativa di clonazione) o la crescita totale 
relativa dovrebbero essere pari al 10-20% circa (e in ogni caso non inferiori al 10%). Per sostanze a basso 
grada di citotossicità, la concentrazione massima di prova dovrebbe essere pari a 5 ul{mì, 5 mg/ml 0 0,01 M 
(si scelga il valare più basso}. 


Le sostanze difficilmente solubili devono essere sottoposte a test nelle condizioni di coltura fino al limite di 
solubilità e oltre, L'eventuale insolubilità va provata nel terreno finale in cui sono trattate le cellule, Può essere 
utile valutare la solubilità all'inizio e alla fine del trattamento, in quanto essa può modificarsi nel corso del- 
l'esperimento a causa della presenza di cellule, 59, siero, ecc. L'insolubilità è rilevabile ad occhio nudo. tl pre- 


cipitato non deve interferire con la valutazione, 
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1.4.2.3. Controlli 


Ogni test dovrà comprendere controlli positivi e negativi (solvente o mezzo disperdente} trattati in parallelo, 
con e senza antivazione metabolica. Quando si usa l'attivazione metabolica, la sostanza usata per i controlli 
positivi deve esigere attivazione per dare uaa risposra mutagenica. 


Fra gli esempi di sostanze peri controlli positivi si citano: 


Condizione di strivazione | Numero CAS Numero 


Lotus Sostanza 


metabolica . EINECS 
Assenza di acrivazione HMPRT Metansolfonato di etile 62-50-0 | 200-536-7 
metabolica esogena 4 
Etilnitrosourea 759-73.9 211-071-2 


200-625-0/ 


Metansolfonaro di metile 66-17-3 


TK (colonie 
piccole e 
grandi) 


Metansolfonaro d'etile 62-50-0 


200-536.7 

Étilnitrosourea 759-73-9 212-071-2 

Presenza di arrivazione HPRT 3-Metilcolantrene 56-49-5 200-276-4 
metabolica esogena 

N-Nirrosodimentilammina 62-75-49 200-549. 


7.12-Dimetilbenzantracene G7.97-6 200-339-5 
TK fcolonie | Ciclofosfammide 50-18-0 2100-01 544 
piccole e e all 


a | Ciclofosfammide monoidrato | 6055-19-2 | 
Benzo[alpirene 50-32.8 200-028-5 
3-Metilcolantrene 36-49-5 2010-17 6-5 


XPRT N-Nitrosodimetilammina (per 61.75-9 200-549.8 
livelli elevati di 5-9) 


| Î Benzo[a]pirene 50-32-8 200-028.5 


Si possono usare altre sostanze adeguate per i controlli positivi, per esempio, la S-bromo 2'-deossiuridina 
{CAS me. 59-14-3, EINECS n, 200-415-3) se il laboratorio dispone di una base dati su tale sostanza, desunti da 
precedenti esperimenti. Per i controlli positivi si usino, se possibile, sostanze chimiche di una classe chimica 
correlata alla sostanza saggiata. 


Sì effernuino anche controlli negativi, con solvente o mezzo disperdente usato da solo sul terreno di coltura: i 
controlli vanno crattati come le colture che contengono la sostanza sottoposta al rest. Si proceda inoltre a 
controlli non trattati, salvo che precedenti esperimenti dimostrino che il solvente scelto non induce effetti 
nocivi o mmutageni, 


1.4.3, Procedura 


1.4.3.1. Trattamento con la sostanza in esame 


Le cellule in proliferazione sona esposte alla sostanza în esame con e senza attivazione metabolica. L'esposi: 
zione deve protrarsi per un periodo adeguato (si considera che di norma tre-sei ore danno buoni risultati). II 
tempo di esposizione può corrispondere a uno 0 più cicli cellulari. 
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Si possono usare colture in doppio 0 in singolo per ciascuna delle concentrazioni. Quando si usano colture 
singole, il numero di concentrazioni deve essere aumentato, per garantire un adeguato iumero di colture per 
l'analisi {per esempio, almeno 8 concentrazioni analizzabili). Le colture dei controlli negativi (solvente) devono 
essere in doppio. ° 


i test con sostanze passose 0 volatili devono essere condotti con metodi adeguati, per esempio in recigienti di 
coltura ermetici (21) (22). 


1.4.3.2. Misura del tasso di sopravvivenza, dellu vitalità e della frequenza delle murazioni 


AI termine del periodo di esposizione, le cellule sona lavate e messe in coltura per determinare la sopravvi- 
venza € permectere l'espressione del fenotipo mutante. La misura della citotossicità mediante determinazione 
dell'efficacia relativa di clonazione (sopravvivenza) o della crescita totale relativa delle colture inizia di solito 


dopo il periodo di trattamento. 


A ciascun locus corrisponde un determinato tempo minima, necessario per permettere l'espressione suborti- 
male del fenotipo dei mucanti necindotti (HPRT e XPRT richiedono almeno 6-8 giorni, e TK almeno 2 giorni). 
Le cellule sono coltivare in terreno con e senza agenti selettivi per determinare rispettivamente il numero di 
mutanti è l'efficacia di clomazione. La vitalità (usata per il calcolo della frequenza di mutanti) si misura al ter- 
mine del tempo di espressione; piastrando le colture in terreno non selettivo. 


Se la sostanza in esame è positiva a test su L5178Y TK"", la dimensione delle colonie deve essere rilevata 
almeno su una delle colture trattare (quella con la concentrazione positiva più alta) e sui controlli negativi e 
positivi. Se la sostanza in esame è negativa al test su LS178Y TKT, la dimensione va rilevata sui controlli 
negativi e positivi. Anche negli studi condotri su TKSTK"", sì può rilevare la dimensione delle colonie 
mutanti. 


2 DATI 


Zit, TRATTAMENTO DEI RISULTATI 


I dati devono comprendere la dererminazione di citorossicità e di vitalicà, i conteggio delle colonie e la fre- 
quenza dei mutanti nelle colture trattate e di controllo. In caso di risposta positiva al test su LS178Y TE, si 
contino le colonie, distinguendo fra piccole e grandi, almeno per una concentrazione della sostanza in esame 
{concentrazione positiva massima) e per i controlli negativi e positivi. La natura molecolare e citogenetica dei 
due tipi di mutanti {quelli che producono colonie grandi e quelli che producerio colonie piccole) è stata stu- 
diara particolareggiatamente {23} (24). Nel saggio TK*, le colonie sono recensite sulla base del criterio della 
crescita; normale (colonie: grandi) è lenta (colonie piccole) (25). Le cellule mutanti che hanno subito altera. 

* zioni genetiche più gravi hanno tempi di duplicazione più lunghi e formano di conseguenza colonie piccole. 
Il danno può andare dalla perdita dell'intero gene ad aberrazioni cromosomiche che si manifestano nel cario- 
tipo. La presenza di mutanti che producono colonie piccole è scata messa in relazione con sostanze chimiche 
che causano abertazioni cromosomiche rilevanti (26). Le cellule mutanti che Hanno subito alcerazioni meno 
gravi crescono a velocità simile a quella delle cellule parentali, formando colonie grandi. 


Si indichi il tasso di sopravvivenza (efficacia relativa di clonazione) o la crescita totale relativa. La frequenza 
dei mucanti deve essere espressa come rapporto fra il numero delle cellule mutanti e quello delle cellule 


sopravvisute, 


Sì presentino i dati relativi alle singole colture, Tutti i dati inoltre vanno riassunti in una tabella. 


Non è necessario verificare una risposta palesemente positiva. I risultati ambigui devono essere chiariti 
mediante prove ulteriori, preferibilmente in condizioni di esperimento modificate. ! risultati negativi devono 
essere confermati caso per caso. Se non si considera necessaria la conferma di risultati negativi, se ne fornisca 
la ragione. Se si procede a test ulteriori in caso di risultati ambigui o negativi, si dovrebbero modificare È para- 
metri di studio, per ampliare la gamma delle condizioni valutate. Fra i parametri di studio modificabili si 
citano l'intervallo tra le dosi saggiate e le condizioni di attivazione metabolica, 


22 VALUTAZIONE E INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI 


Vari criteri permettono di determinare se un risultato è positivo, per esempio un aumento correlato alla dose 
a un aumento riproducibile della frequenza dei mutanti. Si consideri per prima così la rilevanza biologica dei 
risultati, Si possono usare metodi statistici come ausilio nella valutazione dei risultati sperimentali. ma la sigai- 
ficativicà statistica non dovrebbe essere l'unico fattore determinante di una risposta positiva. 


Dc | 
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Una sostanza che fornisca risultati non corrispondenti ai criteri di cui sopra è considerata non muragena in 
questo test, 


La maggior parte degli esperimenti fomirà indubbiamente risultati chiaramente positivi o negativi, ma occa- 
sionalmente i dati ottenuti non consentiranno di formulare un giudizio definitivo sull'azione della sostanza in 
esame. I risultati possono rimanere ambigui, nonostante l'esperimento venga ripetuto più volte. 


. Risultati positivi del saggio in vitro di mutazione genica su cellule di mammifero indicano che la sostanza in 
esame induce mutazioni geniche nelle cellule di mammifero utilizzare nelle colrure. Una riproducibile correla- 
zione fra l'envità della risposta positiva e la dose è maggiormente significativa. Risultati negativi significano 
che nelle condizioni del test la sostanza in esame non induce mutazioni geniche nelle celtule di mammifero 
usate nella coltura. 


i RELAZIONE 


RELAZIONE SUL SAGGIO 
La relazione sul saggio dovrà contenere le seguenti informazioni: 


Solvente/mezzo disperdente; 
— motivazione della scelta del mezzo disperdente; 


— solubilità e stabilità della sostanza in esame nel solventefmezzo disperdente, se nota: 


Cellule: 

—- tipo e origine delle cellule; 

— numero di colture cellulari; 

— evenmuale numero di passaggi in coltura, se del caso: 

metodi usati per la conservazione della cultura cellulare, se dei caso; 
— assenza di micoplasma. 

Condizioni di esperimento: 


— criteri di selezione delle concentrazioni e del numero di colture, per esempio i dati relativi alla cicotossi- 
cità e ai limiti di solubilità, se disponibili; 


— composizione del terreno, concentrazione di CO); 

— concentrazione della sostanza in esame; 

— volume del mezzo disperdente e della sostanza in esame aggiunto; 

-— temperatura di incubazione: 

— tempo di incubazione; 

— | durata del trattamento: 

— densità delle cellule durante il trattamento; 

— tipa e composizione del sisterna di attivazione metabolica, compresi i criteri di accettabilità; 
— controlli positivi e negativi; 


—- durata del periodo di espressione (con numero di cellule inseminate, subcolture e protocolli di alimenta- 
zione, se del caso): 


— agenti selettivi; 


— criteri in base ai quali i risultati sono considerati positivi, negativi o ambigui; 


e, 
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— metodi usati per contare il numero di cellule vitali e mutandi; 


— definizione delle colonie considerate, per dimensione e tipo {compresi i criteri in base a cui le colonie 
sono considerate “piccole” 0 “grandi”, se del caso). 


Risultati: 

— segni di tossicità; 

-— segni di precipitazione: 

— dati sul pHe l'osmolalità durante l'esposizione alla sostanza in esame, se determinati. 

— dimensioni delle colonie, se registrate almeno per i controlli negativi e positivi; 

— idoneità del laboratorio a individuare mutanti in colonie piccole con il sistema LS178Y TK'T, se del caso: 
ani relazione dose-risposta. se possibile: 

— eventuali analisi statistiche; 

— dati Di controlli negativi (solventefmezzo disperdente) e positivi paralleli; 


— dati sui precedenti controlli negativi {solventefmezzo disperdente) e positivi, con ranges, medie e devia- 
zioni standard; 


— frequenza dei mutanti. 
Discussione dei risultati. 


Conclusioni, 
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LI. 


Là. 


«B.23. TEST DI ABERRAZIONE CROMOSOMICA SUGLI SPERMATOGONI DI MAMMIFERO 


METODO 


fl metodo è ripreso dal metodo QECD TG 483, Mammalian Spermatogonial Chromasome Abecrarian Test 
{L997} 


INTRODUZIONE 


Il saggio in vivo di aberrazione cromosomica su spermatogoni di mammifero è destinato ad identificare 
sostanze che causano aberrazioni cromosomiche strutturali nelle cellule spermatogoniche di mammifero {1} 
{2} (3) {4} (5). Le aberrazioni strutturali possono essere di due tipi, cromosomiche o cromatidiche. La maggior 
parte dei mutageni chimici induce aberrazioni del ripo cromatidico, ma si verificano anche aberrazioni di tipo 
cromosomico. Il metodo non è destinato a misurare le aberrazioni numeriche e di norma non è usato a tal 
fine, Le mutazioni cromosomiche ed i fenomeni 2d esse correlati sono causa di numerose malattie genetiche 
umane. 


Questo saggio misura fenomeni cromosomici negli spermatogoni è pertanto dovrebbe permettere di preve- 
dere l'induzione di mutazioni ereditabili nelle cellule germinali. 


Per tale saggio si usano di norma roditori. Si tratta di test citogenetici in vivo, che rivelano aberrazioni cromo» 
somiche nelle mitosi degli spermatogoni. Altre cellule bersaglio non sono oggetto del presente saggio. 


Per rilevare aberrazioni di tipo cromatidico in cellule spermatogoniche, è necessario esaminare la prima divi- 
sione cellulare mitotica dopo il trartamento, prima che tali aberrazioni scompaiano nelle successive divisioni 
cellulari. L'analisi dei cromosomi allo stadio della meiosi, per individuare aberrazioni cromosomiche allo sta- 
dio della diacinesi-metafase |, quando le cellule trattare diventano spermatociti, può fornire ulteriori informa. 
zioni sugli spermatogoni trattati. 


Questo saggio in vivo è inteso a verificare se i mutageni delle cellule somatiche siano attivi anche nelle cellule 
germinali. Inoltre il saggio sugli spermiatogoni è idoneo a valutare il rischio di muragenicità in quanto per. 


merte di tener conto di fattori di metabolismo in vivo. di farmacocinetica e di processi di riparazione del 
DNA. 


I testicoli contengono varie generazioni di spermatogoni, che presentano sensibilità diverse al trattamento chi- 
mico, Le aberrazioni individuate rappresencano pertanto una risposta globale delle popolazioni di spermato» 
goni trattati, tra cui predominano le cellule spermatogoniche differenziate, più numerose. Le varie generazioni 
di spermarogoni sona o non sono esposte alla circolazione generale in funzione della posizione all'interno del 


testicolo, a causa della barriera fisica e fisiologica costituita dalle cellule di Sertoli e dalla barriera ematotestico» 
lare. i 


fi test non è idoneo se è evidente che la sostanza in esame 0 un metabalita reattivo non raggiungono il tes- 
suto bersaglio, ° 


Ce, anche Introduzione generale, parte 3. 


| DEFINIZIONI 


Aberrazione di tipo cromatidica: alterazione cromosomica strutturale che si manifesta nella roctuca di un 
singolo cromatide o nella rottura e ricongiunzione di cromatidi, 


Aberrazione di tipo cromosomico: alterazione cromosomica strutturale che si manifesta nella rottura, @ 
nella rostura è ricongiunzione, di entrambi i cromatidi in uno stesso punto. 


Gap: leslone acromatica dì ampiezza inferiore a un cromatide, con minimo disalineamento dei cromatidi. 


Aberrazione numerica: variazione del numero di cromosomi rispetto al numero diploide caratteristico della 
Specie. 


—_ 75 


ALLEGATO 4F 
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Poliploidia: numero di cromosomi multiplo superiore a due del numero aploide (cioè 3n, 4n ecc.). 


Aberrazione strutturale: alterazione della struttura cromosomica visibile all'esame microscopico dello stadio 
di metafase della divisione cellulare, che si presenta con delezioni, riordinamenti intercromosomici e. intracro- 
mosomici. 


1.3. PRINCIPIO DEL METODO DI SAGGIO 


Gli animali sono esposti alle sostanze in esame tramite una via di esposizione adeguata e sono quindi sacrifi- 
cati a tempo debito, dapo somministrazione di un inibitore della metafase (p.es. colchicina o Colcemid®). 
Sono poi approntare € sottoposte a un processo di colorazione preparazioni cromosomiche provenienti dalle 
cellule germinali, e se ne analizzano le cellule in metafase per determinare le aberrazioni cromosomiche. 


14. DESCRIZIONE DEL METODO 
1.4.1. Preparazioni 


1.4.1.1. Scelta delle specie animali 


Criceti cinesi e topi maschi sono gli animali più comunemente usati, ma si possono usare maschi di altre spe- 
cie di mammiferi, Si scelgano individui adulti, giovani e in buona salute, proveniemi da ceppi di animali da 
laboratorio. All'inizio dello suudio la variazione di peso tra gli animali deve essere minima e non superare + 
20% del peso medio, ° 


1.4.1.2. Condizioni di stabulazione e alimentazione 


Valgono le condizioni generali citate nell'Introduzione generale alla parte Bi l'umidità ideale è pari al 50-60%. 


1.4.1.3. Preparazione degli animali 


Gli animali adulti, sani & giovani vengono suddivisi a caso in gruppi di controllo e di trattamento. Le gabbie 
devono essere disposte in moda da minimizzare eventuali effetti dovuti alla posizione. Gli animali vanno 
identificati inequivocabilmente © acclimatati alle condizioni di laboratorio per almeno cinque giorni. 


1.4.1.4, Preparazione delle dosi 


Le sostanze solide devono essere poste in soluzione a in sospensione in adeguati solventi o mezzi disperdenti 
e, se necessario, diluite prima del trattamento delle cellule. Le sostanze liquide possono essere aggiunte diretta- 
mente alla coltura 0 diluite prima del trattamento. Si usino preparati recenti della sostanza, salvo qualora 
siano disponibili dati sulla sua stabilità che dimostrino che la conservazione è ammissibile. 


1.42, Condizioni di esperimento 


1.4.2.1. Solvente/mezzo disperdente 


Il solventefmezzo disperdente non deve produrre effetti tossici alle dosi usare © non deve reagire chimica- 
mente con la sostanza in esame. L'uso di solventifmezzi disperdenti poco noti è ammesso solo se suffragaro 
da dati che ne provino la compatibilità. Si raccomanda di prendere in primo luogo in considerazione, se pos- 
sibile, l'uso di un solventefmezzo disperdente acquoso. 


1,4.2.2, Controlli 


Ogni test dovrà comprendere controlli positivi e negativi (solventefmezzo disperdente). Gli animali dei vari 
gruppi dovranno essere trattati in modo identico, salvo per la somministrazione della sostanza in esame, 


"6 
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i controlli positivi dovrebbero produrre aberrazioni semuturali in vivo negli spermatogoni 4 livelli di esposi- 
zione ai quali è previsto un aumento rilevabile rispetto alla media. 


Le dosi dei controlli positivi devono essere scelte in modo che gli efferti siano chiari ma non rivelino imme- 
diatamente al lettore l'identità dei vetrini codificati. È ammissibile che le sostanze per i controlli positivi siano 
somministrate per una via diversa dalla sostanza in esame e che il campionamento venga effertuaro una sola 
volta, È anche ammissibile l'uso per i controlli positivi di sostanze di una classe chimica correlata, se ne esì- 


sono. Fra gli esempi di sostanze per i controlli positivi si citano: 


Sostinza 
Ciciofosfammide 50-18-0 200-015-4 
Ciclofosfammide monoidrato 6055-19-2 
Cicloesilammina 108-91-8 203-629.0 
Mitomicina € 50-07-7 200-008-6 
Acrilammide monomerica 79-06-1 | 201-173-7 
Trietilenmelammina 51-18-30 - — 200-083.5 


In ogni fase del campionamento si proceda a controlli negativi, cui sia somministrato solo il solvente 0 il 
mezzo disperdente, senza altre differenze di trattamento, salvo che dati precedenti dimostrino che la varizbi- 
lità intraspecifica e la frequenza di cellule con aberrazioni cromosomiche sono accettabili, Si ricorra anche 
controlli negativi non trartati, salvo che risultati di test precedenti o dati citati in letteratura dimostrino che il 
solventefmezzo disperdente scelto non induce effetti nocivi o mutageni. 


1.5. PROCEDURA 


1.5.1. Numero degli animali 


Ogni gruppo trattato e ogni gruppo di controllo deve essere composto di almeno 5 maschi analizzabili. 


1.5.2. ‘Protocollo di rracramento 


Le sostanze in esame sono somministrate di preferenza in un'unica volta, o in due volte. Possono essere som- 
ministrate anche in dosi frazionate, per esempio in due volte nello stesso giorno, a distanza di qualche ora al 
massimo, per agevolare la somministrazione, trattandosi di un prodocto di grande volume. Se si usa una poso» 
logia diversa, se ne fornisca la motivazione scientifica. 


Dopo il trattamento si proceda al prelievo di due campioni nel gruppo cui è stata somministrata la dose mas- 
sima. Poiché la cinetica del ciclo cellulare può essere influenzata dalla sostanza in esame, sì effettuino un cam- 
pionamento precoce e uno tardivo, rispettivamente 24 e 48 ore dopo ii trattamento. Per dosi diverse dalla 
dose massima è opportuno procedere al prelievo 24 ore dopo il trattamento, o dopo un periodo pari a 1,5 
volte la durata del ciclo cellulare, salvo sia noto che un campionamento in un momento diverso è più idoneo 
a identificare l'effetto ricercato {6}. 


Si possono effettuare ulteriori prelievi. Per esempio, per sostanze chimiche che possono indurre perdita di 
cromosomi o che possono esercitare effetti indipendenti dalla fase 5, può essere opportuno effettuare un cam- 


pionamento più precoce (1). 


L'opportunità di un protocollo di trattamento ripetuto deve essere valutata caso per caso. Dopo un protocollo 
ripetuto gli animali devono essere sacrificati 24 ore (1,5 volte la durata del ciclo cellulare) dopo l'ultima som. 
ministrazione. Si possono usare fasi di campionamento addizionali, se opportuno. 


Prima di sacrificare gli animali si inietti per via interperitoneale una dose adeguata di un inibitore della mitosi 
(p.es, Colcemid® o colchicina). Gi animali saranno quindi sacrificati dopo un adeguato lasso di tempo. Per i 
« topi si tratterà di circa 7-5 ore; peri criceti cinesi di circa 4-5 ore. 


<q 
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1.5.3. Dosi 


Se sì procede a uno studio per individuare l'intervallo di dosi, non essendo disponibili dari utili in materia, 
questo va eseguito nello stesso laboratorio, sulla stessa specie e ceppo, con il medesimo protocollo usato nel 
test principale (7). In caso di tossicità si usino per la prirna fase di campionamento tre dosi diverse, che 
vadano dalla tossicità massima ad una tossicità assente o modica. Per il campionamento successivo si usi solo 
la dose massima. La dose massima è definita come dose che produce segni di tossicità calî che livelli più 
elevati, con la stessa posologia, sarebbero presumibilmente letali. 


Sostinze con azione biologica specifica, a dosi basse non tossiche (come ormoni e mitogeni) possono costi- 
tuire eccezione rispecto ai criteri di definizione della dose e vanno valutate caso per caso. La dose massima 
può essere definita anche come dose che produce qualche segno di tossicità negli spermatogoni (p.es. una 
riduzione del coefficiente mitorico alla prima e alla seconda merafase meiotica; tale diminuzione non 
dovrebbe essere superiore al 509%), 


1.5.4. Test con dose limite 


Se la somministrazione di una quantità di sostanza pari ad almeno 2.000 mg per kg di pesb corporeo in dose 
unica o in due dosi nello stesso giorno non produce effetti tossici rilevabili, e se non vi sono ragioni di 
sospettare un'azione genotossica sulla base di dati relativi a sostanze strutturalmente correlate, si può conside- 
rare che non è necessario procedere alla sperimentazione compleca con tre dosi diverse, Sulla base della espo- 
sizione umana prevista per la sostanza in esame, può essere necessario usare una dose più elevata nel rest con 
dose limite. 


1.3.5. Somministrazione 


La sostanza in esame viene di solito somministrata con sonda gastrica o cannula di incubazione, oppure 
mediante iniezione intraperitoneale. Possono essere accettate altre vie se esiste una valida ragione. Il volume 
massimo di liquido somministrabile in una sola volta con sonda gastrica o con iniezione dipende dalle dimen- 
sioni dell'animale da laboratorio; non deve superare i 2 mi/100 g di peso corporeo. L'uso di volumi più ele- 
vati deve essere motivato. Salvo per sostanze irritanti o corrosive, che di norma riveleranno effetti esacerbati 
a concentrazioni più elevate, le variazioni di volume devono essere minimizzare, regolando la concentrazione 
in modo da garantire un volume costante a tuere le dosi. 


1.5.6. Preparazione dei cromosomi 


Le sospensioni cellulari ottenute da uno 0 da entrambi i testicoli immediatamente dopo che l'animale È stato 
sacrificato sono esposte ad una soluzione ipotonica e fissate, Le cellule sono poi spalmate su vetrini e sottopo- 
ste a un processo di colorazione. i 


1.57. Analisi 


Per ogni animale si analizzino almeno 100 cellule in metafase corvettamente spalmate (cioè almeno 500 
metafasi per gruppo). Tale numero può essere ridotto se si osservano numerose aberrazioni, Tutti i vetrini, 
compresi quelli dei controlli positivi e negarivi, devono essere codificati indipendentemente prima dell'esame 
al microscopia, Poiché le procedure di fissaggio dei vetrini causano spesso la rottura di una parte delle cellule 
in metafase con perdita di cromosomi, le cellule esaminare devono contenere un numero di centromeri pari a 
2n42 


2 RISULTATI 


Lili TRATTAMENTO DEI RISULTATI 


I dati relarivi ai singoli animali vanno presentati in forma di tabelle. L'unità sperimentale è l'animale. Per cia- 

‘scun animale si valuti la percentuale di cellule con aberrazioni cromosomiche strutturali e il numero di aber- 
razioni per cellula. 1 vari tipi di aberrazioni cromosomiche strutturali, il loro numero e la loro frequenza 
devono essere indicati per i gruppi di trattamento e di controllo. ] gap devono essere registrati separatamente 
e indicati nella relazione. ma non vanno di norma inclusi nella frequenza totale delle aberrazioni. 


Se sì osservano tanto mitosi che meiosi, al fine di stabilire un eventuale effetto citotossico si determini il rap- 
perro fra le mitosi degli spermatogoni e la prima e seconda metafase meiotica per tutti gli amimali trattati e 
per i controlli negativi, su un campione totale di 100 cellule in divisione per animale. Se si osservano solo 
mitosi, si determini il coefficiente mitotico in almeno 1000 cellule per animale, 
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22. VALUTAZIONE E INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI 


Vari criteri permettono di determinare se un risultato è positivo, per esempio un aumento del numero relativo 
di cellule che presentano aberrazioni cromesomiche, correlato alla dose somministrata, o un palese aumento 
del numero di cellule con aberrazioni nei campioni, prelevati alla stessa fase di campionamento e provenienti 
da un gruppo cui è stata somministrata la stessa dose della sostanza in esame. Si consideri per prima cosa la 
rilevanza dei risultati dal punto di vista biologico, Si possono usare metodi statistici come ausilio nella valuta- 
zione dei risultati sperimentali {8}, ma la significatività statistica non dovrebbe essere l'unico fattore determi» 
nente di una risposta positiva. Eventuali risultati ambigui possono essere chiariti mediante test ulteriori, prefe- 
ribilmente in condizioni di esperimento modificate. 


Una sostanza che fornisca risultati non corrispondenti ai criteri di cui sopra è considerata non mutagena in 
Questo test. 


La maggior parte degli esperimenti fornirà indubbiamente risultati chiaramente positivi o negarivi ma occasio- 
nalmente i dari ottenuti non consentiranno di formulare un giudizio definitiva sull'azione della sostanza in 
esame. | risultati possono rimanere ambigui nonostante l'esperimenio venga ripetuto più volte. 


Risultati positivi del saggio in vivo di aberrazione cromosomica negli spermatogoni indicano che una sostanza 
induce aberrazioni cromosomiche nelle cellule germinali della specie sottoposta a test, Risultati negativi indi- 
cano che nelle condizioni del test la sostanza in esame non induce abetrazioni cromosomiche nelle cellule 
Rerminali della specie sottoposta a test. 


Si vaglino le probabilità che la sostanza in esame 0 i suoi metaboliti raggiungano specificamente il tessuto 
bersaglio. 


3 RELAZIONE 


RELAZIONE SUL SAGGIO 
La relazione sul saggio deve contenere le seguenti informazioni: 


Solventefmezzo disperdente: 
— motivazione della scelta del mezzo disperdente; 


— solubilità e stabilità della sostanza in esame nel solvente/mezzo disperdente, se note. 


Animali da laboratorio: 

— speciefceppo usati; 

— numero ed età degli animali; 

— provenienza, condizioni di stabulazione, dieta, ecc.; 


— peso dei singoli animali all'inizio del test, con intervallo, media e deviazione standard per ciascun pruppo. 


DI 


Condizioni di esperimento: 

-— risultati dello studio per individuare l'intervallo di dosi, se effettuato; 

— criteri di selezione delle dosi: 

— criteri di selezione della via di somministrazione; 

— illustrazione particolareggiata della preparazione della sostanza in esame: 

— illustrazione particolareggiata della somministrazione della sostanza in esame; 


— criteri di determinazione del momento del sacrificio; 
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— conversione della concentrazione (ppm) della sostanza in esame nel cibo o nell'acqua potabile nella dose 
di cellule analizzate per animale: 


— cffentiva imgfkp di peso corporeo/giorna), se del caso: 

— dettagli relativi alla qualità del cibo e dell'acqua; 

— descrizione dettagliata dei protocolli di trattamento e campionamento; 
— metodi di misura della tossicità; 

— natura è concentrazione dell'inibitore della mitosi, durata del trattamento; 
— metodi di preparazione dei vetrini: 

— criteri di conteggio delle aberrazioni: 


— numero criteri in base ai quali i risultati sono giudicati positivi, negativi o ambigui. 


Risultati: 

— segni di tossicità; 

— coefficiente mitotico; 

— tasso di mitosi degli sperrnatogoni in rapporto alla prima e seconda metafase meiotica; 
— tipo e numero delle aberrazioni, indicati separatamente per ciascun animale; 
— mumero totale delle aberrazioni per gruppo: 

— numero di cellule con aberrazioni per gruppo; 

— relazione dose-risposta, se possibile: 

— eventuali analisi statistiche; © 

— dati sui controlli negativi paralleli; 

— dati sui precedenti controlli negativi con intervalli, medie e deviazioni standard; 
— dati sui controlli positivi paralleli; 


— eventuali cambiamenti di ploidia. 
Discussione dei risultati. 


Conclusioni. 
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«B.39, TEST IN VIVO DI SINTESI NON PROGRAMMATA DI DNA (UDS) SU CELLULE EPATICHE DI 
MAMMIFERO 


METODO 


Il metodo È ripreso dal metodo OECD TG 486, (UDS) Test wirh Mammalian Liver Cells In Vivo (1997), 


INTRODUZIONE 


ALLEGATO 4G 


lì saggio in vivo della sintesi non programmata di DNA (Unscheduled DNA Synthesis — UDS) su cellule epa- 
riche di mammifero è destinato ad identificare le sostanze che inducono la riparazione del DNA nelle cellule 


epatiche degli animali tramati fefr. (1) (2) (3) 41 


Questo test in vivo fornisce un metodo per studiare gli effetti genotossici di sostanze chimiche sul feparo. L'ef. 
fermo misurato è indice di danno al DNA e successiva riparazione nelle cellule epatiche. 11 fegato è di norma la 
sede principale del metabolismo delle sostanze assorbite. Rappresenta pertanto il sito idoneo per misurare in 


viva il danno al DINA, 


Questo saggio non è idoneo se è evidente che la sostanza in esame non raggiunge il tessuto bersaglio, 


La sintesi non programmata dì DNA {UDS) è misurara determinando l'assorbimento di nucleosidi marcati 
nelle cellule in cui non è in corso una sintesi programmata (fase 5} del DNA. La tecnica più comunemente 
usata è la determinazione mediante sutoradiografia dell'assorbimento di timidina marcata con iritio (ÈH-TdR}. 
Per il test UDS in vivo si usa di preferenza il fegato di ratto. Si possono usare anche altri tessuti, ma non sono 


oggetto del presente metodo. 


L'individuazione di una risposta UDS dipende dal numero di basi del DNA escisse e sostituite nel sito danneg- 
giato. Il sapgio di UDS pertanto è particolarmente valido per individuare la riparazione di sequenze lunghe 
{da 20 a 30 basi) indotta dalla sostanza. È molto meno sensibile invece trattandosi di rilevare la riparazione di 
sequenze corte (1-3 basì). Fenomeni di mutagenesi possono inoltre risultare da mancata riparazione o ripara 
zione difettosa di lesioni del DNA o da errata replicazione. 1l grado di risposta di UDS non fornisce alcuna 
indicazione sulla fedeltà del meccanismo di riparazione. Inoltre un agente mutageno può reagire con il DNA 
senza che il danno prodotto al DNA sia riparato con un processo di riparazione per escissione. L'impossibilità 
di omenere con il saggio UDS informazioni specifiche sull'attività mutagena è compensata dalla sua potenziale 


sensibilità, in quanto viene misurato nell'intero genoma. 


Cfr, anche Introduzione generale parte B. 


DEFINIZIONI 


Cellule în riparazione: cellule in cui il numero di grani mucleari netti (NNO) è superiore ad un valore presta» 


bilito, che il laboratorio che effertua il saggio deve motivare. 


Grani nucleari netti {NNG): misura quantitativa in autoradiografia dell'attività di UDS delle cellule, calcolata 
somraendo il numero medio di grani citoplasmici in aree citoplasmiche equivalenti al nucleo {CG) dal numero 
di grani nucleari (NG: NNG=NG-CG. I NNG sono conteggiati per le singole cellule, poi sommati per le cel- 


lule di una coltura, di colture in paralleto, ecc, 


Sintesi non programmata di DNA {UDS): sintesi di riparazione del DNA dopo estissione e rimozione di 


tun tratto di DNA che contiene una regione danneggiata per effetto di sostanze chimiche o agenti fisici, 


PRINCIPIO DEL METODO DI SAGGIO 


Il saggio UDS in vivo su cellule epatiche di mammifero permette di individuare la sintesi di riparazione del 
DNA dopo escissione e rimozione di un tratto di DNA contenente una regione che presenta un danno indotto 


da sostanze chimiche o agenti fisici. 1] test è di solito basato sull'incorporazione di 


H-TdR nel DNA di cellule 


epatiche che presentano una bassa frequenza di cellule nella fase $ del ciclo cellulare. La captazione di 3H-T4R 
è solitamente determinata mediante autoradiografia, non essendo tale tecnica soggetta ad interferenze da parte 


delle cellula nella fase S, a differenza, per esempio. del conteggio per scintillazione in fase liquida, 
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14, DESCRIZIONE DEL METODO 
1.41. Preparazioni 


1.4.1.1, Scelta delle specie animali 


Il ratto è la specie più comunemente usata, ma si può usare qualsiasi specie di mammifero adatta, Si scelgano 
individui adulti, giovani e in buona salute, provenienti da ceppi di animali da laboratorio. All'inizio dello stu- 
dio la variazione di peso tra gli animali deve essere minima e non superare + 20% del peso medio per sesso. 


1.4.1.2. Condizioni di stabulazione e alimentazione 


Valgono le condizioni generali citate nell'introduzione generale alla parte B; l'umidità ideale è pari al 50-60%. 


1.4,1,3. Preparazione degli animali 


Gli animali adulti, sani e giovani vengono suddivisi a caso in gruppi di controllo € di trattamento. Le gabbie 
devono essere disposte in modo da minimizzare eventuali effetti dovuti alla posizione. Gli animali vanno 
identificati inequivocabilmente e acclimatati alle condizioni di laboratorio per almeno cinque giorni. 


1.4.1.4. Sostanze in esame/preparazione 


Le sostanze solide devono essere poste in soluzione o in sospensione in adeguati solventi 0 mezzi disperdenti 
a, se-necessario, diluite prima di essere somministrate agli animali, Le sostanze liquide possono essere sommi» 
nistrace diremamente © diluite prima del trattamento. Si usino preparati recenti della sostanza, salvo qualora 
siano disponibili dati sulla sua stabilità che dimostrino che la conservazione è ammissibile. 


1.4.2 Condizioni di esperimento 


LA.ZI. Solvente/mezzo disperdente 


il solventefmezzo disperdente non deve produrre efferti tossici alle dosi usate e non deve reagire chimica. 
mente con la sostanza in esame. L'uso di solventifmezzi disperdenti poco noti è ammesso sola se suffragato 
da dati che ne provino'la compatibilità. Si raccomanda di prendere in primo luogo in considerazione, se pos- 
sibile, l'uso di un solventefmezzo disperdente acquoso. ì 


1.4.2.2. Controlii 


Ogni parte dell'esperimento condotta separatamente dovrà comprendere controlli positivi e negativi {solvente} 
mezzo disperdente). Gli animali dei vari grupfi dovranno essere trattati in modo identico, salvo per la sommi- 
nistrazione della sostanza in esame. 


i controlli positivi devono essere effettuati con sostanze che producono UDS in vivo a livelli di esposizione ai 
quali è previsto un aumento rilevabile rispetto alla media. I controlli positivi che richiedono un'attivazione 
metabolica devono essere usati a dosi che provochino una risposta moderata (4). Le dosi dei controlli positivi 
devono essere scelte in modo che gli effetti siano chiari ma non rivelino immediatamente al lettore d'identità 
dei vetrini codificati. Fra gli esempi di sostanze per i controlli positivi si citano: 


. Fasi di campionamento 


Fasi di campionamento precoci N-Nitrosodimetilammina 200-249-8 


(2-4 are) 


N-2-Fluorenilacetammide {2-AAF 200-188-6 


Fasi di campionamento tardive 
(12-16 ore) . 


Sono ammesse altre sostanze adeguate per i controlli positivi. Il controllo positivo può essere somministrato 
per una via diversa rispetto alla sostanza in esame, 
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1.5, PROCEDURA 


1.5.1. Numere e sesso degli animali 


Si usi un numero di animali adeguato, per tener conto delle normali variazioni biologiche di risposta al sag- 
gio. Ogni gruppo dovrebbe comprendere almeno 3 animali analizzabili. Qualora esista una base di dati prece- 
denti significativa, sono sufficienti 1 0 2 animali per i gruppi di controllo negativo e positivo. i 


Se al momento dello studio sono disponibili dati relativi a studi sulla stessa specie, nei quali & stata usata la 
stessa via di esposizione, che dimostrano che non vi sono sostanziali differenze di tossicità tra i sessi, sarà suf- 
ficiente effettuare il test su un singolo sesso, preferibilmente sui maschi. SE l'esposizione umana a sostanze 
chimiche è specifica per un sesso, per esempio nel caso di alcuni prodotti farmaceutici, il test deve essere ese- 
guito su animali di tale sesso, 


1.5.2. Protocollo di trattamento 


Le sostanze in esame vengono in generale somministrate in un'unica volta, 


1.5.3. Dosi 


Di norma si usano almeno due dosi. La dose massima è definita come dòse che produce segni di tossicità tali 
che livelli più elevati, con la stessa posologia, sarebbero presumibilmente letali, in linea di principio la dose 
inferiore dovrebbe andare dal 50% al 25% della dose massima, 


Sostanze con azione biologica specifica, a dosi basse non tossiche {come ormoni e mitogeni) possono costi» 
tuire eccezione rispetto ai criteri di definizione della dose € vanno valurate caso per caso. Se si procede 2 uno 
studio per individuare l'inervallo di dosi, non essendo disponibili dati utili in materia, questo va eseguito 
nello stesso laboratorio, sulla stessa specie © ceppo, con il medesimo protocollo usato nel test principale. 


La dose massima può anche essere definita come dose che produce qualche segno di epatotossicità (p, es. 
nuclei picnotici). 


1.54. Saggio con dose limite 


Se la somministrazione di una dose di almeno 2000 mg/kg di peso corporeo în una singola presa 0 in due 
prese lo stesso giorno non produce effetti tossici rilevabili, e se non c'è ragione di sospettare penotossicità 
sulla base di dati relativi a sostanze strutturalmente correlate, può essere superfluo uno studio completo. Sulla 
base della esposizione umana prevista per la sostanza in esame, può essere necessario usare una dose più ele 
vata nel test con dose limite. Ì 


1.5.5. Somministrazione delle dosi 


La sostanza in esame viene di solito somministrata con sonda gastrica 0 cannula di intubazione, oppure 
mediante iniezione intraperitoneale. Possono essere accettate altre vie se esiste una valida ragione. La via intra- 
peritoneale non è però raccomandata, in quanto potrebbe esporre il fegato alla sostanza in esame diretta- 
mente, e non attraverso il sistema circolatorio. Il volume massimo di liquido somministrabile in una volta con 
sonda gastrica 0 con iniezione dipende dalle dimensioni dell'animale da laboratorio; non deve superare i 
2 ml{100 g di peso corporeo. L'uso di volumi più elevari deve essere motivato. Salvo per sostanze irritanti 0 
corrosive, che di norma riveleranno effetti esacerbari a concentrazioni più elevate, le variazioni di volume 
devono esser minimizzate, regolando la concentrazione in modo da garantire un volume costante a tutte le 
dosi. 


1.5.6. Preparazione delle cellule epatiche 


Di norma le cellule epatiche sono prelevate da animali trattati e preparate 12-16 ore dopo la somministra 
zione. In genere è necessario un altro prelievo dopo un periodo più breve (di norma da 2 a 4 ore dopo il trar- 
tamento), salvo che a 12-16 ore si abbia una risposta positiva chiara. Si possono comunque usare fasi di cam- 
pionamento diverse se motivate sulla base di datî tossicocinerici, : i 


_ g4_- 
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Le colture a breve termine di cellule epatiche di mammifero sono di solito costituite mediante perfusione del 
fegato in situ con collagenasi, lasciando poi le cellule epatiche appena disseciate aderire ad una superficie ido- 
nea. Le cellule epatiche dei controlli negativi dovrebbero avere una vitalità {5} almeno del 50%. 


1.5.7. Determinazione della UDS 


Le cellule epatiche di mammifero appena isolate sono poste in incubazione, di norma su terreno conte- 
nente ÎH-TdR, per un periodo adeguato, per esempio da 3 a 8 ore. Al termine dell'incubazione, si rimuova il 
terreno dalle cellule, che possono poi essere incubate con terreno contenente un eccesso di imidina non mar- 
cata, per ridutre la‘radicattività non incorporata {'cold chase”). Le cellule vengono poi risciacquate, fissate ed 
essiccate. Per tempi di incubazione più prolungati, la “cold chase” può essere superflua, | vetrini sono immersi 
in emulsione autoradiografica, esposti al buio {p. es. refrigerati per 7-14 giorni)» sviluppati, colorati; si con- 
tano quindi i grani d'argento. Per ogni animale si preparano due @ tre vetrini. 


1.5.8, Analisi 


I preparati su vetrino devono contenere cellule di morfologia normale in numero sufficiente per permettere 
una valutazione probante dell'UDS. | preparati sono esaminati al microscopio alla ricerca di segni evidenti di 
citotossicità (p. es. picnosi, livelli ridotti di radiomarcatura). 


Si codifichino i vetrini prima del conteggio dei grani. Di norma si analizzano 100 cellule per animale, su 
almeno due vetrini. L'analisi di un numero inferiore a 100 cellule per animale deve essere motivato. Nel con- 
teggio dei grani non si tiene canto dei nuclei in fase S, ma si può registrare la percentuale delle cellule in 
fase 5. 


Il grado di incorporazione della *H-TdR nel nucleo e nel citoplasma di cellule morfologicamente normali, 
messo in evidenza dal deposito di granuli di argento, deve essere determinato mediante metodi adeguati. 


Il numero dei grani è determinato sui nuclei (grani nucleari, NG) e su aree del citoplasma equivalenti al nucleo 
(grani citoplasmici. CG). Il numero dei CG è determinato prendendo in considerazione l'area più densamente 
marcata del citoplasma, oppure in base alla media di due o più regioni citoplasmiche adiacenti al nucleo, 
scelte casualmente, Si possono usare altri metodi di conteggio (p. es. il conteggio delle cellule complete) se 
motivabili (6), 


i. RISULTATI 


2.1. TRATTAMENTO DE! RISULTATI 


Si forniscano i dati relativi ai singoli vetrini e ai singoli animali. Inoltre tutti i dati devono essere riassunti in 
tabelle. Il numero dei grani nucleari netti (NNG) va determinato per ciascuna cellula, per ciascun animale e 
per ciascuna dose e fase di prelievo sottraendo il numero dei CG dal numero dei NG, Se sì contano le “celtule 
in riparazione”, i criteri di definizione delle “cellule in riparazione” devono essere motivati e basati sui dati di 
controlli negativi precedenti o paralleli. | risultati numerici possono essere valutati mediante metodi statistici. 
Gli eventuali test sraristici devono essere scelti e motivati prima di condurre Jo studio. 


2.2. VALUTAZIONE E INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI 


Esempi di criteri che permettono di concludere che la risposta è positiva 0 negativa: 


risposta fil valori di NING superiori ad una soglia prestabilita, motivata sulla base di dati di laboratorio 
positiva precedenti; 


o (il valori di NNG significativamente maggiori rispetto al controllo parallelo: 


risposta {il valori di NNG uguali o inferiori alla soglia dei controlli precedenti; 
nepativa 
o fil valori di NING non significativamente maggiori rispetto al controllo parallelo. 


Si consideri per prima cosa la rilevanza dei risultari dal punto di vista biolagico; si tenga conto di parametri 
quali le variazioni intraspecifiche, fa relazione dose-risposta e la citotossicità. Si possono usare metodi statistici 
come ausilio nella valutazione dei risultati sperimentali, ma la significatività statistica non dovrebbe essere 
l'unico attore determinante di una risposta positiva. 
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La maggior parte degli esperimenti fornirà indubbiamente risultati chiaramente positivi o negativi ma occasio- 
nalmente i dati ottenuti non consentiranno di formulare un giudizio definitivo sell'azione della sostanza in 
esame, I risultati possono rimanere ambigui nonostante l'esperimento venga ripetuto più volte, 


Risultati positivi del saggio in vivo su cellule epatiche di mammifero indicano che la sostanza in esame induce 
nel DNA di cellule epatiche di mammifero in vivo un danno che può essere riparato in vitro mediante sintesi 
non programmata del DNA: Risultati negativi indicano che, nelle condizioni di esperimento, la sostanza in 
esame non induce nel DNA danni rilevabili mediante questo saggio. 


Si vagli la probabilità che la sostanza in esame o i suoi metaboliti entrino in circolo 0 raggiungano specifica» 
mente il tessuto bersaglio [tossicità sistemica). 


3. RELAZIONE 


RELAZIONE SUL SAGGIO 
La relazione sul saggio dovrà contenere le seguenti informazioni: 


Solventefmezzo disperdente: 
-— mativazione della scelta del mezzo disperdente; 


— solubilità e stabilità della sostanza in esame nel solventefmezzo disperdenie, se nota; 


Animali da laboratorio: 

— spectefceppo usato; 

—-  MUmMEerTO, età © ue degli animali; 

— provenienza, condizioni di stabulazione, dieta, ecc; 


-— peso dei singoli animali all'inizio del test, con range, media e deviazione standard per ciascun gruppo; 


Condizioni di esperimento: 

— controlli positivi e negativi mezzo disperdente/solvente; 

— risultari dello studio per individuare ibvrallé di dosi, se effettuato: 

— criteri di selezione delle dosi; 

— illustrazione particolareggiara della preparazione della sostanza in esame; 

— illustrazione particolareggiata della somministrazione della sostanza in esame: 
— criteri di selezione della via di somministrazione; 


— metodi usati per verificare che la sostanza in esame sia entrata in circolo 0 abbia raggiunto il tessuro ber- 
saglio, se del caso; 


— conversione della concentrazione (ppm) della sostanza in esame nel cibo 0 nell'acqua potabile nella dose 
effettiva (mgfkg di peso corporeofgiarno), se del caso: 


— dettagli relarivi alla qualità del cibo e dell'acqua; 
— descrizione dettagliata dei protocolli di trattamento e campionamento; 
— metodi di misura della tossicità: 


— metodo di preparazione e di coltura delle cellule epatiche: 


— tecnica autoradiografica usata: 
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— ntmero di vetrini preparati e numero di cellule analizzate; 
— criteri di valutazione; 


— criteri in base ai quali | risuitati sono giudicati positivi, negativi o ambigui. 


Risultati: 


— valori medi dei grani nucleari, dei grani citoplasmici, e dei grani nucleari nesti per vetrino, per animale e 
per gruppo: i 


— relazione dose-risposta, se possibile: 

— eventuali analisi statistiche: 

— segni di tossicità; 

— dati sui controlli negativi {solvente/mezzo disperdente) e positivi paralleli: 


— dati sui precedenti controlli negativi (solvente/mezzo disperdente) con intervalli, medie e deviazioni stan- 


dard; 
— numero di “cellule in riparazione”, se determinato; 
— numero di cellule in fase S, se determinato: 


— vitalità delle cellule. 
Discussione dei risultati. 


Conclusioni. 
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ALLEGATO 5 


ALLEGATO IX 


PARTE A 


+ Disposizioni relative alle chiusure di sicurezza per bambini 


lr aggiunta alle disposizioni dell'articolo 22, paragrafo i. lettera e), della presente direttiva, i recipienti di qualsiasi capa. 
cità contenenti sostanze che comportano un rischio di aspirazione (Xn: R65), classificate ed ecichettate a norma del 

. paragrafo 3.2.3 dell'allegato VI della presente direttiva, ad cecezione delle sostanze immesse sul mercato sotto forma di 
aerosol o in recipienti muniti di un dispositivo di nebulizzazione sigillato, devono essere dotati di una chiusura di sicu- 
rezza per bambini, 


1. Imballaggi richiudibili 


Le chiusure di sicurezza per bambini utilizzare per imballaggi richiudibili devono rispondere alla norma ISO 8317 
fedizione 1° luglio 1989) che riguarda gli “imballaggi di sicurezza per i bambini — Requisiti e metodi di prova 
degli imballaggi richiudibili” adottata dall'Organizzazione internazionale per la standardizzazione (ISO). 


2. imballaggi non richiudibili 


Le chiusure di sicurezza per bambini utilizzare per imballaggi non richiudibili devono rispondere alla norma CEN 
EN 862 (edizione marzo 1997} che riguarda gli “imballaggi — Imballaggi di sicurezza per i bambini — Requisiti e 
procedure di prova degli imballaggi neo richiudibili per prodoni non farmaceutici” adouara dal Comitato europeo 


di normalizzazione (CEN). 


3. Osservazioni: 


1. La conformità alle norme suddette può essere certificata unicamente da laboratori conformi alle norme europee 
EN serie 45 000, 


2 Casi particolari 


Se appare evidente che un imballaggio è sufficientemente sicuro per i bambini, in quanto essi non possono 
avere accesso al suo contenuto senza l'aiuto di ua utensile, il saggio può non essere effertuaro. 


In tutti gli altrì casi, e quando vi sono sufficienti ragioni per dubitare dell'efficacia di una chiusura di sicurezza 
per bambini, l'autorità nazionale può chiedere al responsabile dell'immissione del prodotto sul mercato di far- 
nire un attestato rilasciato da un laboratorio descritto al punto 3.1, nel quale si certifica: 


— cite il tipo di chiusura è tile da non richiedere saggi secondo le norme ISO e CEN sopraindicate; oppure 


— chela chiusura in questione, sottoposta ai saggi previsti dalle norme sopraindicate, è conforme alle prescri- 
zioni imposte, 


PARTE B 
Dispositivi che permettono di rilevare i pericoli al tatto 


Le specifiche tecniche relative ai dispositivi che consentono di rilevare i pericoli al tatto devono essere conformi alla 
riorma EN ISO 11683 (edizione 1997), relativa a ‘requisiti di imballaggio e avvertimenti tattili di pericolo.» 
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